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RESUMEN

Este trabajo de investigacion caracteriza el dafo que sufre la pared de la mucosa
gastrointestinal, mediante analisis histopatoldgicos, al inyectarse energia eléctrica bajo
distintas condiciones, validando asi los rangos seguros de energia inyectada por el

sistema de medicion disefiado.

Investigadores del laboratorio de Instrumentacion del departamento de Ingenieria
Eléctrica de la UAMI en conjunto con la empresa Innovamédica disefiaron y
desarrollaron un espectrometro de impedancia compleja para el andlisis de dano y
cambios estructurales en tejido gastrointestinal. Este sistema ya ha sido validado en
animales para obtener informacion de condiciones normales o patologicas de tejidos y
brindar informacion temprana de diagnostico. El manejo de impedancias en material
bioldgico, requiere que la densidad de corriente generada en la medicion de la
impedancia compleja, se limite a valores bajos, de tal forma que la estimulacién no
genere cambios en las caracteristicas lineales de la impedancia ni mucho menos dafio en
el tejido medido. Segiin Schwan y Kay (1956), la densidad de corriente generada no debe
ser mayor a 1 mA/cm’. Se han realizado muchas investigaciones para definir los niveles
de energia de corriente eléctrica a los que un humano puede estar expuesto sin causar
alteraciones estructurales o afectar las mediciones, sin embargo, los rangos definidos
dependen ademads de la frecuencia y las caracteristicas intrinsecas del tejido en cuestion,
de la localizacion y geometria de los electrodos. Estos factores generan diferencias
suficientemente significativas para evaluar por medio de modelos y pruebas “in vivo”, la

seguridad de cada sistema médico.

El objetivo central de este estudio fue demostrar mediante un analisis histopatoldgico, la
seguridad de los parametros de densidad de corriente utilizados por el sistema.
Identificando el umbral de energia en el que se comienza a causar dafio y la posible

interaccion que existe entre los distintos factores que definen la densidad de corriente.
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Se disefid un experimento factorial, se caracterizd el dafio causado por estimulacion
eléctrica o coagulativa y se obtuvieron 180 muestras de tejido intestinal previamente
estimuladas, a las cuales se les asign6 un nivel de dafio. Se hizo un anélisis de interaccion
entre los distintos factores y un analisis de varianza (ANOVA). Se confirmo que el dafio
por coagulacion es distinto al dafio por isquemia por lo que los valores de impedancia son
distintos. Los resultados mostraron que las corrientes y sus factores de interaccion
programadas en el sistema de espectroscopia de impedancia no generan ningun dafio a la
mucosa gastrica con lo que se puede afirmar que los cambios en impedancia que mide

son cambios debido a dafio isquémico y no a dafio generado por el instrumento.
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1. INTRODUCCION

Las mediciones de impedancia eléctrica en tejidos y sistemas biologicos se han utilizado en
una gran variedad de aplicaciones. El valor de mediciones a una sola frecuencia es limitado,
sin embargo, son Uutiles para diferenciar grandes cambios en conductividad, por ejemplo,
para diferenciar sangre, de musculo, de aire, entre otros [1]. Para medir cambios
estructurales en un solo tejido se emplea la espectroscopia de impedancia, que nos
proporciona una informacion mas completa de la estructura eléctrica, y mas aun la
espectroscopia de impedancia compleja nos presenta también informacion de fase,

permitiéndonos separar los componentes resistivos y reactivos del tejido.

En particular, Kun y Peura [2] han propuesto el uso de la espectrometria de impedancia
para medir cambios en niveles de isquemia o perfusion de tejidos. Para tal efecto, el
equipo de investigacion de este proyecto disefido y desarrolld un espectrometro de
impedancia compleja para el andlisis de dafio y cambios estructurales en los tejidos del
tracto gastrointestinal [3, 4], en el rango de dispersion [ (1KHz-100KHz), el cual
corresponde a la estructura tisular [5]. Este sistema ha sido desarrollado y validado en
animales [6] para obtener informacién de condiciones normales o patologicas de tejidos y

brindar informacion temprana de diagnostico.

El sistema denominado “Monitor de Espectroscopia de Impedancia”, desarrollado por
Othman [3] y validado por Gonzalez [4] en la UAMI y por la empresa Innovamédica, se
compone de dos partes principales: el sistema de control y procesamiento de informacion
y una sonda nasogdastrica que utiliza el sistema de cuatro electrodos para inyectar una

corriente en el tejido y medir los cambios de impedancia en los tejidos estimulados.

El manejo de impedancias en material bioldgico, requiere que la densidad de corriente
generada en la medicion de la impedancia compleja, se limite a valores bajos, de tal
forma que la estimulacion no genere cambios en las caracteristicas lineales de la

impedancia ni mucho menos dafio en el tejido medido. Segiin Schwan and Kay (1956), la



densidad de corriente generada no debe ser mayor a 1 mA/cm?® [7]. Aun cuando el
dispositivo disefiado ya cumple con estandares de regulacion internacional en seguridad
eléctrica, como son la norma BS EN 60601-1:1990 y ANSI/AAMI ES1:1993 que
reducen los riesgos de dafio por corriente, es necesario validar que el sistema de medicion
disefiado no inyecta niveles de energia superiores a los permitidos, de tal modo que la

. . 2
densidad de corriente nunca sea mayor a 1 mA/cm”.

Se han realizado muchas investigaciones para definir los niveles de energia de corriente
eléctrica a los que un humano puede estar expuesto sin causar alteraciones estructurales o
afectar las mediciones [8], sin embargo, los rangos definidos dependen ademas de la
frecuencia y las caracteristicas intrinsecas del tejido en cuestion, de la localizacion y
geometria de los electrodos. Estos factores generan diferencias suficientemente
significativas para evaluar por medio de modelos y pruebas “in vivo”, la seguridad de

cada sistema médico.

Este trabajo de investigacion busca caracterizar el dafio que sufre la pared de la mucosa
gastrointestinal mediante andlisis histopatologicos al inyectarse energia eléctrica bajo
distintas condiciones, validando asi los rangos seguros de energia inyectada por el

sistema de medicion que se diseio.



1.1. HIPOTESIS

Si los niveles de intensidad de corriente (menores o iguales a 2.5 mA) y los tiempos de
exposicion (50 ms.) del sistema de espectroscopia de impedancia disefiado no inducen
cambios en las caracteristicas lineales de la impedancia, entonces resulta seguro en todo

su rango de frecuencias.

1.2. OBJETIVO GENERAL

Detectar, mediante analisis histopatologicos, el umbral de energia eléctrica en el
que se comienza a causar un dafio a la pared del tracto gastrointestinal al ser

estimulada con la sonda de medicion de impedancia.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar el efecto que causan los diferentes factores de intensidad, frecuencia y
tiempo de estimulacioén en la mucosa gastrointestinal.

e Caracterizar los cambios morfoldgicos que sufre la mucosa gastrica y sus
espectros de impedancia asociados, mediante analisis de histopatologia.

e Obtener una base de datos de imagenes de microscopia de la mucosa intestinal
previamente estimulada a diferentes condiciones para evaluar los cambios
estructurales que sufren los tejidos.

e Obtener una base de datos de espectros de impedancia compleja de la pared

gastrointestinal al ser estimulada por el EIT.



2. ANTECEDENTES

2.1. ANATOMIA DEL TRACTO DIGESTIVO

El aparato digestivo cumple con la funcion fundamental para la vida de dar sustento a
cada una de las células que forman el organismo. Dicho aparato (gran parte del cual se
denomina tracto gastrointestinal) mide unos nueve metros de longitud y en realidad es
una especie de tinel sinuoso por el que deben pasar los alimentos ingeridos. Estos,
durante la mayor parte de un recorrido que se inicia en la boca y termina en el ano, son
sometidos a la accion de diversos liquidos y enzimas, y agitados por una serie de

movimientos musculares de contraccion que en conjunto se conocen como peristaltismo

[9].

El llamado tracto gastrointestinal se subdivide en regiones identificables desde el punto
de vista morfolédgico: el esofago, el estdbmago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e
ileon) y grueso (ciego, colon, recto, conducto anal y apéndice) cada una de estas partes
presenta uno o mas estrechamientos llamados esfinteres que, a manera de valvulas, se

abren y cierran segun las diferentes etapas del proceso digestivo. [9, 10]

La histologia del tracto gastrointestinal, a menudo se estudia en términos de cuatro capas
amplias como puede apreciarse en la figura 2.1: mucosa, submucosa, muscular externa y
serosa (o adventicia). El estrato seroso es la cubierta externa del tracto gastrointestinal.
En la mayor parte del tubo digestivo (estdbmago e intestinos) el estrato seroso consiste de
una pelicula delgada de tejido conectivo cubierta por el mesotelio (un tipo de epitelio
escamoso que se encuentra en las cavidades del cuerpo); dentro de la cavidad peritoneal,
a esta estructura se le ha descrito como peritoneo visceral. En la cavidad abdominal, la
serosa a cada lado del tracto se une para formar una estructura suspensoria llamada
mesenterio, el cual alberga los suministros nerviosos y vasculares al tracto

gastrointestinal.



El estrato muscular provee al tracto gastrointestinal la habilidad de la motilidad. En la
mayor parte del tubo digestivo, esta cubierta consiste de dos estratos delgados de musculo
liso. Las fibras musculares en el estrato interior estan alineadas circularmente, mientras

que en el estrato exterior tienen una orientacion longitudinal.

Estomago

Vasos sanguineos submucosos

Lamina propia

Vellosidad
intestinal con

Glandula en la revestimiento

submucosa epitelial
Glandula
Serosa en la lamina
propia

Capa muscular
longitudinal externa
Muscular

externa Capa muscular

circular interna

Submucosa

Muscularis
mucosae

Naédulo linfoide

Figura 2.1 Representacion esquematica de las capas del tracto gastrointestinal [10]. Reproducida de

Gartner sin autorizacién

Esta combinacion de musculo liso circular y longitudinal le permiten al tracto efectuar
movimientos complejos que exprimen y empujan la ingesta en el lumen. Entre el estrato
interior circular y el estrato exterior longitudinal existe otro componente del sistema

nervioso del tracto digestivo: el plexo mientérico.

El estrato de la submucosa se encuentra inmediatamente debajo de la mucosa, es una
capa que encierra tejido conectivo que contiene sangre y vasos linfaticos. La submucosa

también contiene al plexo submucoso, el cual provee control nervioso a la mucosa.



La mucosa es la capa interior del tracto gastrointestinal y recubre el lumen. De las cuatro
capas, la mucosa es la que mas varia en estructura y funcion, lo que determina las
diferentes tareas especializadas que realiza el tubo digestivo en toda su extension.
Resultan de gran importancia las células epiteliales que recubren la mucosa y que estan
en contacto directo con el lumen. Esta l[dmina de células epiteliales es significativamente
diferente en cada una de las regiones del tracto digestivo. Existen diferentes tipos de
células que forman el epitelio, incluyendo células dedicadas a la secrecion, absorcion o
produccion de hormonas. Estas diferencias distintivas en la anatomia del epitelio pueden
observarse en las figuras 2.2, 2.3 y 2.4 en las que se muestran fotomicrografias del tracto

digestivo de ratas. En las cuatro imagenes el epitelio se encuentra orientado hacia arriba.

Figura 2.2 (a): Imagen de esdfago. Obsérvese que la luz esta recubierta por epitelio escamoso
estratificado (X17). [10]



micrografia de la mucosa del fondo del estomago (X 132).

Figura 2.3. A, foto B, Fotomiro rafia de

las glandulas fundicas (X270), C célula principal; M, célula mucosa del cuello; P, célula parietal [10].

Figura 2.4 Fotomicrografia de la mucosa duodenal y fotomicrografia de colon de mono [10], ambas
(X132).



El término isquemia se refiere a la condicion en la cual el flujo sanguineo no es suficiente
para cubrir las necesidades metabolicas de un tejido. Cuando el suministro de nutrientes y
oxigeno para un tejido se reduce o detiene por algun tiempo, se dice que el tejido entra en
isquemia. Al reducirse el suministro de oxigeno, el metabolismo de las células es de tipo
anaerobico, con la consecuente produccion de acido lactico y reduccion de energia
celular. Ademas, el desalojo de los productos de deshecho como agua, iones, y bidoxido de
carbono, se hace mas lento o se detiene por completo. En la isquemia leve (de tiempo
corto o suministro disminuido pero no ausente) todos los cambios mencionados son
reversibles; si la isquemia se intensifica, se hacen irreversibles, el tejido utiliza toda la

energia almacenada y muere. [13]

El dafio isquémico se caracteriza por consumo de oxigeno dependiente del suministro,
metabolismo anaerébico, evacuacion celular insuficiente y reduccion del volumen
extracelular. La acumulacion de acido lactico y acido carbonico (por exceso de CO;)
produce la caida del pH. Después de un periodo de isquemia se produce acumulacion de
iones y aumento en la osmolaridad intracelular, incremento en la permeabilidad de las
membranas los cuales induce edema en el tejido y una reduccion de los procesos activos

de transporte. [13]

2.2. MONITOREO DE LA MUCOSA GASTROINTESTINAL

La condiciéon de choque se define como aquella en la que el suministro de oxigeno cae
por debajo de la demanda energética en algunos de los tejidos del cuerpo. Esto puede ser
causado por una variedad de condiciones que incluyen hemorragia, insuficiencia cardio-
respiratoria, sepsis, etc. En su primera etapa, llamada de compensacion, la reaccion del
cuerpo puede ocultar el problema en las variables hemodinamicas a nivel sistémico como
pulso, presion sanguinea, pH y gases arteriales. Al mismo tiempo, debido a los
mecanismos de compensacion, el suministro de nutrientes y oxigeno se reduce o detiene
causando isquemia. En particular la mucosa gastrointestinal se ve comprometida tan
pronto se presenta la irregularidad en cualquier otra parte del cuerpo. Luego, esta mucosa
contribuye en forma critica a la progresion del choque y la subsiguiente falla multiple de

organos al mermarse su funcion vital como barrera protectora. La figura 2.5 ilustra la



patogénesis de falla multiple de 6rganos, y el papel fundamental de la mucosa en este

proceso [11, 13].

El dafio a las membranas de la mucosa gastrointestinal permite en primera instancia el
paso de endotoxinas, en particular el lipopolisacarido (LPS). Méas adelante se promueve
la translocacién de bacterias enteras a la circulacion linfatica y portal, y a la cavidad
peritoneal. También se expone a la pared intestinal a procesos de autodigestion y tlceras.
La probabilidad de falla multiple de 6rganos y muerte se encuentra directamente

relacionada con el dafio isquémico a la mucosa gastrointestinal.[13]

De acuerdo con Fiddian-Green [13], el 80% de los pacientes de terapia intensiva que
fallecieron a causa de una falla orgdnica multiple presentaron isquemia esplacnica
(infarto y gangrena del intestino, higado y/o pancreas). La isquemia esplacnica también
se observo en el 50% de los pacientes sometidos a cirugias cardiacas, de los cuales
unicamente el 1.1% observaron manifestaciones clinicas. El infarto transmural del
intestino es el principal hallazgo en la autopsia del 3% de todos los pacientes que mueren
en el hospital. Puede deducirse que la isquemia esplacnica es altamente incidiosa en los
pacientes de terapia intensiva y, al mismo tiempo, dificil de detectar sino hasta la

autopsia.

En experimentos realizados con cerdos, se observé que un descenso del pH intramucoso
produce un aumento de la permeabilidad mucosa [14]. El incremento de la permeabilidad
de la mucosa durante la isquemia se desarrolla antes de presentarse cualquier evidencia

histologica de dafio a la mucosa [15].
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Figura 2.5 Patogénesis de falla multiple de 6rganos y papel fundamental

de la mucosa intestinal durante la isquemia. [11]
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El dafo isquémico en la mucosa comienza en las capas superficiales y se extiende
progresivamente al interior. Los musculos constituyen la tultima parte de la pared
intestinal en ser afectada, por tanto no muestran evidencia de dafio tisular hasta que se
exponen a oclusiones vasculares totales por varias horas. El infarto transmural ocurre
después de al menos 8 horas de isquemia severa [15]. Para pacientes en estado critico, un
grado bajo de isquemia no oclusiva de la mucosa puede persistir por dias o semanas sin
convertirse en infarto transmural. Para el caso de pacientes con isquemia crénica, grados
bajos de isquemia de la mucosa pueden también persistir por meses sin convertirse en
infarto siempre y cuando la isquemia se limite a las capas superficiales de la mucosa y la
tasa de incremento de la destruccion celular en la region sea igual a la tasa de incremento

de cé¢lulas renovadas y reconstruidas a partir de secciones no isquémicas [16].

La mucosa intestinal es especialmente susceptible a los radicales libres producidos por la
reoxigenacion de la mucosa hipoxica [17]. El grado del dafio por reperfusion es también
una funcién de la severidad de la acidosis intra mucosa presente antes de la reperfusion
[18]. Ni el dafio por reperfusion ni el incremento en la permeabilidad de la mucosa
suceden sin una previa acidosis intra mucosa. La severidad del dafio por reperfusion
inducida por choque en animales se atenua al prevenir dicha reperfusion por medio de
inhibidores de la xantina oxidasa como el alopurinol, o por quelantes de radicales libres

como la superdxido dismutasa [19].

Todos estos estudios han demostrado lo susceptible que es la mucosa intestinal ante
situaciones de choque y como se traduce en un indicador temprano de la salud de los
pacientes. En los ultimos afios se han desarrollado y evaluado varias terapias enfocadas a
evitar o limitar los efectos negativos del dafio isquémico en la mucosa [21], sin embargo
la efectividad de estas terapias depende de forma crucial del estado de la mucosa en el

momento de la intervencion.

El tnico método que ha demostrado valor para este tipo de pacientes y ha encontrado un

uso clinico regular es la medicion indirecta del pH intramucoso (pHi), por tonometria
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gastrica o coldnica, Este método desarrollado por Fiddian Green [22, 23] utiliza una
sonda intestinal que lleva un globo de silicon en la punta distal, con una pared muy

delgada y permeable a gases.

Es importante el poder determinar si el dafio a la mucosa es irreversible y si ha perdido su
funcién de barrera. Cuando el tiempo de isquemia es corto, se considera que se ha
presentado un dafio isquémico todavia reversible, por lo que es dptimo prevenir o limitar
una situacion de dafio isquémico en la mucosa mediante técnicas de resucitacion
hemodindmicas agresivas, vasodilatadores para aumentar la perfusion local, oxigenacion
intraluminal y reducciéon de los requerimientos de oxigeno, eliminando focos de
infeccion, pus y enfriando el tejido. También se puede prevenir el peligro de bacterias en
el lumen, mediante antibioticos y lavados gastricos. En contraste, si el tiempo de
isquemia es prolongado, se puede llegar a un punto en el que el dafio isquémico es
suficientemente grave y es importante prevenir dafio adicional por reperfusion mediante
aislamiento del tejido, confinando endotoxinas y bacterias, también se debe pensar en

eliminar radicales libres por medios farmacoldgicos y limitacion gradual de la perfusion

[20].

2.3. CARACTERIZ’ACIC')N DE LA IMPEDANCIA DE LOS
TEJIDOS BIOLOGICOS

2.3.1. Propiedades Eléctricas de los Materiales Dieléctricos

Entre las distintas propiedades fisicas de los tejidos biologicos, las propiedades eléctricas
han sido estudiadas ampliamente. La conductividad (o) y la permitividad (g), y en
concreto su evolucion frecuencial. Estos dos parametros, que rigen el comportamiento
eléctrico de los materiales, determinan la densidad de corriente inducida (J) y la densidad

de carga (D) en el material cuando se les aplica un campo eléctrico unitario (E).

D=gegyeE=¢cE
J=0c°E
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Donde ¢ y o son, como se ha dicho, la permeabilidad relativa y la conductividad del

medio y & es la permeabilidad dieléctrica del vacio.

2.3.2. Conceptos Basicos de las Bioimpedancias

Un tejido biologico puede modelarse, desde un punto de vista estructural, como la
agrupacion de una serie de elementos denominados células, que estan inmersas en un
medio i6nico denominado medio extracelular. Asi mismo en el interior de la célula existe
también una concentracion de fluidos e iones, el medio intracelular, que es donde tienen
lugar los procesos metabdlicos del cuerpo. La frontera entre ambos es la membrana
celular, encargada del control osmoético de los dos medios. Las alteraciones mas usuales
sobre los medios intra y extracelulares son aquellas en las que uno de los dos experimenta
una variacion en su volumen, ya sea debido a un aumento o disminucion de la cantidad

de fluido, o bien al aumento o disminucion de la concentracion de iones disueltos en él.

Las caracteristicas eléctricas de los tejidos y sus dispersiones vendran determinadas, por
tres efectos diferentes. Por una parte por las caracteristicas de las células, ya sean sus
propias caracteristicas eléctricas, o la integridad y normalidad de las mismas. Por otra
parte, la variacion de los volumenes en los medios intra y extracelular. El ultimo punto a
considerar seran los efectos de doble capa que surgen al tratar con agrupaciones de

elementos celulares (Rigaud et al, 1996) como es el caso de los tejidos biologicos.

Se ha observado que si se inyecta una corriente de alta frecuencia, se produce un efecto
de cortocircuito en la membrana circular, circulando dicha corriente tanto por el medio
intra como por el extracelular. Sin embargo, si la frecuencia de excitacion es baja, sélo
atraviesa el medio extracelular, siendo el valor de la impedancia medida mayor a estas
frecuencias que a las altas. Es por tanto necesario que existe algin comportamiento de
relajaciéon, como en los materiales dieléctricos, que modele este comportamiento

frecuencial de los tejidos.
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2.3.3. Las Dispersiones en los Tejidos Biolégicos

En los tejidos bioldgicos, como materiales dieléctricos que son, se observa una
disminucién de la permetividad y un aumento de la conductividad al aumentar la

frecuencia Fig. 2.6.

El aumento de la conductividad se puede interpretar como un aumento del porcentaje de
volumen de la suspension que es accesible a la corriente inyectada, Foster y Schwan [36].
Se pueden observar tres zonas de variacion de conductividad, que se denominan
dispersiones. La primera es para frecuencias inferiores a 100 Hz, en ella la célula es poco
conductora comparada con el medio extracelular. Su valor modelado por un estudio
realizado por Maxwell, donde cuantificaba esta conductividad con la relacion

1—p+a 9p

1+E (2+p)2
2

O=0

donde o, y oi representan las conductividades del medio y de las células en suspension
respectivamente, y p el porcentaje de las células en suspension. Con esta ecuacion se

obtienen conductividades tipicas de 0.1 Sm™ en el limite de corriente continua

La segunda zona plana se considera para frecuencias entre 1 KHz y 100 MHz. Este
comportamiento de dispersion se debe a la estructura celular del tejido, y su constante
dieléctrica mayor a frecuencias bajas se debe a la membrana de la célula. Relativamente,
esta dispersion es facil de determinar para el tejido muscular. Tipicamente, su frecuencia
central se encuentra dentro del rango de 10 KHz a 50 KHz, y el cambio en la impedancia

es del 40 al 60% [5, 42].

La dispersion y aparece a frecuencias muy altas (mas de 100 MHz). A estas frecuencias,
las propiedades eléctricas del tejido estan determinadas por su cantidad de agua y de
electrolitos, asi como de su contenido de proteina. La conductancia del tejido se
incrementa rapidamente a mas de 1 GHz y su constante dieléctrica se decrementa a mas

de 3 GHz. Ambos efectos se deben al comportamiento del agua a altas frecuencias. Una
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correcta medicion de la impedancia in vivo a estas frecuencias es muy dificil de lograr [5,

42].

Log ¢
7 T

10 10

10" 10° 10° 10'° 10

Log Frecuencia (Hz)

12

Figura 2.6 Comportamiento de la permitividad de los tejidos bioldgicos (Schwan,, 1957).

La mayoria de las investigaciones [24] se han realizado para determinar las propiedades

eléctricas del tejido in situ y en diferentes 6rganos. Han demostrado que en funcién del

avance de la isquemia, los tejidos de los érganos muestran cambios en los espectros de

impedancia [37]. El comportamiento de las dispersiones a y 8 en relacioén con el tiempo,

después de un ataque de isquemia, ha sido objeto de investigacion de donde se derivan las

siguientes conclusiones:

Después de los cambios iniciales debido a la isquemia, la conductancia del
tejido es dependiente del tiempo durante las primeras veinticuatro horas

después de la obtencion de la muestra de tejido. Posteriormente la
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conductancia empieza a incrementarse hasta que ocurre un colapso casi
completo de la estructura celular del tejido.

e La resistencia a frecuencia altas (mayores a aquellas de la region de dispersion
) no es muy significativa para la isquemia y la posterior degradacion y
muerte del tejido. Esta independencia se debe a la condicion de las membranas
celulares en la cual los flujos intracelular y extracelular se igualan casi por
completo debido a su comparable fuerza idnica.

e Los pequefios cambios dependientes del tiempo en la resistencia a altas
frecuencias indica una diferencia pequena entre los valores de resistencia
interna y externa, los cuales no pueden ser mantenidos durante el rompimiento
de las células.

e En el tejido la dispersion a termina mas rapido que la dispersion 3. Ademas,
la dispersion o depende estrechamente de las condiciones bajo las cuales se

conserva la muestra.

Se concluye que, debido a que la dispersion 3 refleja los cambios en la estructura celular
de los tejidos, es la mas adecuada para determinar las propiedades eléctricas del tejido

isquémico. [24, 37]

2.4. ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA

De acuerdo con Macdonald [25] y Ristic [26] la espectroscopia de impedancia es un
término general que incluye la aplicacion de corriente eléctrica alterna a diferentes
frecuencias, a un material en particular, y el registro de los cambios de voltaje, al
atravesar la corriente eléctrica dicho material; asi como el andlisis subsecuente de la
respuesta en frecuencia para producir informacion util acerca de las propiedades
fisicoquimicas de un sistema. La espectroscopia de impedancia abarca tanto los métodos

de medicion como las técnicas para analizar e interpretar los resultados.

Los métodos de medicion se refieren a las técnicas para caracterizar la impedancia

compleja de un material en un determinado rango de frecuencias. La espectroscopia de
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impedancia no se limita a mediciones de impedancia. Se puede también medir admitancia
compleja, constantes dieléctricas, entre otras. Sin embargo, aunque las mediciones son en
principio simples, en la practica presentan complicaciones debido a diferentes razones. El
rango de frecuencias de medicion puede extenderse sobre varios 6rdenes de magnitud (en
algunos casos involucrando més de doce 6rdenes), y por otro lado, los valores de la
impedancia pueden también abarcar varios Ordenes de magnitud en el rango de
frecuencias de interés (debido a los componentes resistivos y capacitivos del material). El
desempefio de los electrodos utilizados como interfaz con el material de interés depende
del voltaje de corriente directa (DC) entre los electrodos y el material. El sistema de
medicion debe proveer y controlar este voltaje DC. Todos estos factores combinados

hacen que la medicion presente fluctuaciones.

El andlisis e interpretacion de los datos obtenidos es necesario para la caracterizacion del
material estudiado. La primera etapa consiste generalmente en un andlisis de los
espectros de frecuencia de los datos obtenidos. El andlisis grafico lleva al experimentador
a formarse una idea sobre la estructura fisica y los procesos que se presentan en el

material.

Existen otras formas visuales en que pueden presentarse los datos. Las graficas de
impedancia contra frecuencia (espectro) son frecuentemente tutiles en los casos en donde
el material medido es en general conductivo. En casos no-conductivos, los espectros de
admitancia y de constante dieléctrica son mas utiles. Si la impedancia medida tiene
propiedades capacitivas mas que inductivas, resulta de mayor utilidad graficar la
reactancia negativa (-Im{Z}) como funcion de la resistencia (Re{Z}) en el plano
complejo (en un grafico de Nyquist). También son muy utiles las graficas
tridimensionales en donde la admitancia imaginaria se grafica contra la admitancia real y
contra el logaritmo de la frecuencia. Estas graficas 3D permiten una mejor comprension
de los datos medidos y, ademas, los eventuales errores en las mediciones son mas faciles

de detectar.
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2.5. EL SISTEMA DE ESPECTROSCOPIA DE
IMPEDANCIA DESARROLLADO

Con estos antecedentes, el laboratorio de Instrumentacion Biomédica de la UAM-I
inici6 una linea de investigacion en diagnéstico y monitoreo del dafio isquémico
intestinal utilizando la espectroscopia de Impedancia. Existen diversos métodos aplicados
a la medida de impedancia eléctrica. Aparecen sistemas basados en puentes de
impedancias, en circuitos resonadores, en medida de corriente y tension, en analizadores
de redes (reflectomeria en el dominio frecuencial) o reflectometria en el dominio
temporal. Dado que el margen de frecuencias en el que se trabaja abarca desde los cientos
de Hertz hasta los megahertz, los métodos mas usualmente utilizados son los de medida
de tension y corriente o bien el pseudopuente balanceado, existiendo diferentes equipos
comerciales. Sin embargo, el equipo de investigadores de la UAM-I en conjunto con la
empresa Innovamédica, desarrollaron y validaron un prototipo clinico de un
espectrometro de impedancia compleja utilizando un nuevo método de puente de
desmodulacion sincrona descrita por Othman [3]. El instrumento desarrollado puede
medir la impedancia compleja del tejido a frecuencias arbitrarias desde 100 Hz hasta 1
MHz y se encuentra calibrado a una resistencia nominal de 47 Q'. La corriente inyectada
a la sonda y al tejido es de 1 mA, pero puede ser ajustable a través de software,
manejando un rango de 0.1 mA hasta 5.0 mA. Asi mismo, para lograr maximizar la
resolucion del sistema, la amplitud del voltaje de salida es variable y depende de la
corriente inyectada. Este instrumento se compone de dos partes principales: la parte
correspondiente al instrumento en si y la parte correspondiente al control, la cual se basa
en una computadora (PC) portatil. La parte de instrumentacion mide la impedancia
compleja del tejido sobre el rango de frecuencia requerido. La PC controla las
operaciones del instrumento, la recoleccién de datos y el almacenamiento y analisis de

¢éstos. El sistema fue patentado por Sacristan [33-35].

Se utiliza el sistema de cuatro electrodos (ver figura 2.7). En este sistema los electrodos

exteriores inyectan una corriente de excitacion en el tejido. La corriente a su vez genera un

! Para este estudio, el sistema se calibré a 10 ohms. De lo contrario no era posible medir la impedancia
usando corrientes mayores a 10 mA.
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voltaje, el cual es medido por los electrodos interiores. La impedancia de entrada del sistema
de medicion de voltaje debe ser varios o6rdenes de magnitud mayor que la impedancia del
tejido medido y que aquella de la interfase electrodo-tejido. Asi, toda la corriente inyectada
pasa a través del tejido, solamente una proporcion despreciable pasa a través de los
electrodos interiores y éstos no cambian la distribucion de corriente en el tejido. Ademas, el
voltaje de la interfase electrodo-tejido para los electrodos interiores es despreciable y el
voltaje medido es igual al voltaje en el tejido. La impedancia total (definida como el voltaje

medido entre la corriente inyectada) representa la impedancia del tejido inicamente.

Fuente de Corriente
de Frecuencia Variable

Distribucién de Corriente

Mediciéon de Voltaje
en el Tejido

l l "F"))r' | 1{. Imm Eg“ I Electrodos

Tejido Gastro-Intestinal

Superficie Equipotencial

Figura 2.7. Sonda de medicion con sistema de cuatro electrodos para la medicién de la impedancia
compleja del tejido. La fuente de corriente produce una excitacion senoidal constante en el tejido a
través de los dos electrodos exteriores. Las mediciones complejas de voltaje se realizan mediante los
dos electrodos interiores.

Cada electrodo mide 1 mm de grosor y estan separados por 1 mm de material aislante. El
didmetro de la sonda es de 16 fr. Este didmetro se selecciond de acuerdo al didmetro
comunmente mas utilizado en las unidades de terapia intensiva. Se realizdé un disefio
utilizando sondas precomerciales, los prototipos para evaluacion clinica son fabricados
por la empresa TYCO en colaboracion con la empresa Innovamédica. Las figuras 2.8 y

2.9 muestran la imagen real del instrumento y la sonda desechable de uso
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clinico.

Figura 2.8. Imagen real final del instrumento de medicién y la sonda desechable para evaluacion
clinica desarrollada por Innovamédica y fabricada por TYCO.

_7*;‘

4
Electrodos , L 4
de Plata
Sonda tipo “salem” \
de 16 French

Figura 2.9. Imagen real final de la sonda desechable desarrollada por Innovamédica y fabricada por
TYCO (Didmetro 16 Fr).

t
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Se caracterizo el sistema mediante una serie de experimentos “in vivo”. Los espectros
complejos completos del tejido (Resistencia vs Reactancia) fueron reproducibles en su
forma para cada grupo experimental y mostraron tener informacion con un alto
coeficiente de correlacion con los niveles de dafio estimados y también con las etapas

experimentales del modelo y con el nivel de pHi medido [3, 4]

Como parte de la validacion del sistema se efectud la implementacion computacional del
modelo utilizando FEMLAB™, para evaluar el desempefio del modelo de propagacion de
corriente eléctrica en el tejido intestinal sometido a espectroscopia de impedancia y al
mismo tiempo se confirm¢6 tedricamente que la densidad de corriente maxima. 0.022
mA/cm’® se encuentra a varios 6rdenes de magnitud abajo de la densidad de corriente
minima que pueda dafiar el tejido, | mA/cm?, dandonos un amplio margen de seguridad.

[27]

Se realizaron estudios pioneros mediante un iman de resolucion de 4.7 T (Resonancia
Magnética) en la Escuela de Medicina de la Universidad de Yale, en Estados Unidos de
América, se obtuvieron imagenes de alta resolucion de la mucosa intestinal a diferentes
niveles de dafo, al igual que mediciones de pH, niveles energéticos y difusion de liquidos
en la pared intestinal con lo que se valido el significado fisiologico de la escala de dafio

isquémico en una variedad de condiciones de isquemia mucosal [28].

Otros estudios [38] demostraron la viabilidad del método para guiar la terapia
comparando una terapia convencional con una terapia experimental guiada por
espectroscopia de impedancia. Finalmente se realizoé un primer estudio en humanos y se
caracterizaron los espectros de impedancia en sujetos sanos. Se encontr6 reproducibilidad
entre espectros medidos bajo las mismas condiciones de registro y la base de datos
generada sirve como referencia de control para el segundo estudio clinico, donde se esta

caracterizando espectros de impedancia registrados bajo condiciones patoldgicas.

Todos estos antecedentes demuestran el enorme potencial del sistema de espectroscopia

de impedancia desarrollado por la UAM-I en vinculacion con Innovamédica S.A. de C.V.
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Actualmente la tecnologia se encuentra en evaluacion clinica. Atn cuando el sistema
cumple con la normativa referente a proteccion eléctrica como son la norma BS EN
60601-1:1990 y ANSI/AAMI ES1:1993, la empresa Innovamédica ha detectado la
necesidad de identificar el umbral de corriente eléctrica en la que el tejido de la pared
gastrica comienza a sufrir dafo. La deteccion de este umbral permitird validar todas las
corrientes por debajo del mismo y podran usarse de manera segura en investigaciones
clinicas posteriores. El incremento en corriente brindard un mayor rechazo a sefial de
ruido (SNR), permitiendo usar el méaximo rechazo a sefial de ruido que permite el

instrumento (Gerth and Geddes).

2.6. DANO POR ESTIMULACION ELECTRICA.

Uno de los aspectos mas importantes en el uso de mediciones de impedancia eléctrica es
el extremo cuidado que se debe tomar para inyectar corrientes al tejido cuyos valores se
encuentren por debajo de los umbrales de percepcion del paciente, entendido este como la
mas pequefia corriente que produce una sensacion de picazén u hormigueo y corrientes
con valores muy por debajo de aquellas que puedan provocar dafio al tejido, asegurando
al mismo tiempo que estas brindan la informacion necesaria para el andlisis de
espectroscopia de impedancia. La cantidad de corriente que va a fluir en el cuerpo de un
individuo depende de como esta aterrizado eléctricamente y de la impedancia entre la
corriente y la fuente en el individuo (Chaterjee y Gandhi, [29]). Campos eléctricos de

baja frecuencia pueden causar corrientes eléctricas potencialmente peligrosas al paciente.

La teoria tradicional [30] describe que el dafio tisular depende de la densidad de corriente
y esta depende principalmente de tres factores:
1) La ruta y resistencia/conductividad eléctrica del tejido atravesado por la corriente
eléctrica
2) El calor generado por la corriente (intensidad de corriente)
3) La duracion o tiempo de contacto con la fuente eléctrica.
Posteriormente, teorias adicionales agregaron que la frecuencia de la corriente determina

significativamente los traumas causados por choque eléctrico. De tal forma, la corriente
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de baja frecuencia se distribuye uniforme y perpendicularmente a la ruta de la corriente
[31]. Como consecuencia, la densidad de distribucion de la corriente depende de la
conductividad eléctrica de los tejidos presentes y de la frecuencia de la corriente. La
distribucion de la corriente de baja frecuencia en el tejido es determinada por la densidad,
orientacion, forma y tamafio de las células ya que la membrana celular funciona como
una barrera ionica. La corriente de baja frecuencia es en su mayoria frenada por los
fluidos del citoplasma. La distribucion de corriente de alta frecuencia a través del cuerpo,
por ejemplo RF o microondas, depende de otros parametros. La membrana celular no
funciona como barrera efectiva al paso de la corriente por lo que esta pasa a través del
citoplasma. La tabla 2.1 presenta los rangos de frecuencia mayormente utilizados, sus

aplicaciones mas comunes y los posibles efectos dafiinos en el tejido [31]

Frecuencia Aplicaciones Generales Efecto daiino al tejido

Baja Frecuencia Electricidad Comercial Calentamiento por trabajo (Joule heating)
(dc, 10 KHz) baterias electroporaticion de membrana

Radio Frecuencia Radio-comunicacion, diather calentamiento por trabajo (Joule heating)
(10 KHz - 100 MHz) mia, electrocirugia calentamiento dieléctrico de las proteinas

(dielectric heating)

Microondas Calentamiento por calentamiento dieléctrico del agua
(100 MHz - 100 GHz) microondas (dielectric heating of water)

Luz Visién, aplicaciones calentamiento molecular y
(3.8-7.5x 10" Hz) de laser efectos de blanqueamiento
lonizada radiacion ionizada calentamiento atémico

(>= 10" Hz) UV, X-ray, ramma, etc)

Tabla 2.1. Rangos de Frecuencia, aplicaciones mas comunes y el efecto dafiino asociado. Reproducido
sin autorizacion de Lee, Zhang y Hanning. Biophisical Injury Mechanisms in Electrical SOC Trauma
[31].

Como se podra notar, el dafio de tejido se debe a muchas causas y esto produce un muy

complejo patron de dafio.

Muchos investigadores y organismos de estandares de seguridad eléctrica [8] han
realizado estudios para definir la maxima exposicion permisible de corriente eléctrica a la

que un humano puede estar expuesto sin causar alteraciones estructurales o afectar las
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mediciones. Sin embargo, como ya se menciond anteriormente, los rangos definidos
dependen ademas de la frecuencia y las caracteristicas intrinsecas del tejido en cuestion,
de la localizacion y geometria de los electrodos. Estos factores generan diferencias
suficientemente significativas para evaluar por medio de modelos y pruebas in vivo, la
seguridad de cada sistema, ademads, no existen los datos suficientes que incluyen todas las
posibles variantes para poder formular los pardmetros eléctricos adecuados y la maxima
exposicion permisible en todas las situaciones, pero si existen resultados que presento

para tomarlos de referencia de partida.

Dalziel demostr6 que para una corriente eléctrica de 60 Hz, el umbral de corriente de
rechazo “no-let-go” para una corriente inducida en el antebrazo es 16 mA para hombre y

11 mA para mujeres [32]

Geddes, L.A. ha mostrado diferentes rangos de umbral de percepcion y tolerancia a la
estimulacion de corriente sinusoidal dependiendo de la localizacion de los electrodos.
Encontré6 que A 60 Hz el nivel de tolerancia de la corriente varia de 4 a 100 mA. El
umbral de sensacion con electrodos en mano fue de 5.2 mA para corriente directa 'y 1.1
mA para corriente alterna de 60 Hz. Alrededor de 300 Hz, el umbral de percepcion
incrementa (Figura 2.10). En una aplicacion directa de corriente en los ventriculos, el
simple paso de una corriente con una intensidad baja y frecuencia baja produce
fibrilacion ventricular. Los factores criticos son la intensidad de la corriente, la ruta, la
duracion de exposicion y la frecuencia de la corriente. Al incrementar la frecuencia, es
necesaria mas corriente para producir fibrilacion ventricular. También demostro la
relacion directamente proporcional entre el area del electrodo y el umbral de percepcion
de corriente, siendo mucho menor el umbral mientras menor es el area del electrodo
(Figura 2.11)

Otros autores [8] han definido la maxima exposicion permisible para ambientes
controlados, como se muestra en la Tabla 2.2, donde la corriente inducida en el cuerpo
humano es medida a través de cada pie, no debe exceder los siguientes valores:

I = 1000f mA (para 0.003 <f<0.1 MHz)

Donde
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I es el promedio de la corriente en un segundo

f es la frecuencia en MHz

I =100 mA (para 0.1 <f< 100 MHz)

Donde

| es el valor de corriente rms durante un periodo de 6 minutos.

De igual forma en la figura 2.12 se puede ver el incremento de corriente conforme
aumenta la frecuencia de esta. Asi por ejemplo, el limite de corriente para una corriente

con una frecuencia de 10 KHz es de 4.5 mA
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Figura 2.10. Umbral de Percepcidn [1].
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Figura 2.11. Relacion entre el area del electrodo y el umbral de percepcién [1].

Corrientes de RF inducidas por contacto

Rango de Frecuencia Maxima corriente (mA) Contacto
(MHz) Ambos pies Cada pie
0.003-0.1 2000f 1000f 1000 f
0.1-100 200 100 100

f es frecuencia en MHz

Tabla 2.2. Corrientes de RF inducidas por contacto [8].
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Figura 2.12. IEEE Estandares de niveles de seguridad con respecto a expocisiones a campos
magneéticos de radio frecuencia, 3 kHz to 300 GHz [8].

2.7. MECANISMOS DE DANO BIOFiSICO POR
ESTIMULACION ELECTRICA (CHOQUE ELECTRICO)

100

Hasta hace poco, el dafio eléctrico por baja frecuencia, consideraba unicamente el dafio

térmico por calentamiento de trabajo (Joule heating) sin embargo en los ultimos 10 afios

se ha encontrado que la patofisiologia del tejido por dafio eléctrico, es mas complejo.

Envuelve dafio térmico, electroporacion e interacciones electroquimicas y traumas

mecanicos bruscos por explosiones termoacusticas de arcos de alta energia [31].

Aunque estas fuerzas eléctricas pueden alterar todos los componentes tisulares, es la

delgada membrana plasmatica de la célula la parte mas vulnerable de la célula. La

membrana plasmatica de la célula resulta la estructura mds importante en la

determinacion de la tasa de acumulacion de dafio tisular [31]. La mas importante funcién

de la membrana celular es proveer una barrera contra la difusién libre de iones. Si la
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membrana es permeabilizada, el trabajo requerido para mantener la concentracion ionica
transmembranica se incrementa proporcionalmente. La conductancia de una membrana
electropermeabilizada puede incrementar en bastantes ordenes de magnitud. La
produccion y consumo de ATP llevan a un agotamiento metabolico. Si la membrana no
es sellada, pueden ocurrir paros bioquimicos y eventualmente la muerte celular.

Las fuerzas eléctricas actuando a través de la membrana puede alterar la conformacién de
la membrana protéica y dafar la integridad estructural de la bicapa lipidica (Ver Figura

2.13)

Antes del dafio Después del dafio

Figura 2.13. Permeabilizacion de la membrana celular [43].

Los principales mecanismos de dafio son la electroporacion de la bicapa lipidica y la
desnaturalizacion electroconformancional de las proteinas de la membrana. En la Tabla
2.3 se muestran los distintos modos de dafio titular debido a trauma eléctrico.

Electroporacion: Es un término comunmente usado para describir el proceso biofisico de
la permeabilizacion de la membrana debido a la reorganizacion de lipidos de la bicapa
lipidica por campos eléctricos suprafisiologicos [31]. La electroporacion ha sido usada
para introducir enzimas, anticuerpos, virus u otros agentes o particulas; para precipitar la

fusion celular y para insertar macromoléculas dentro de la membrana celular.
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La electroporacion puede ser tranciente o estable dependiendo de la magnitud del
potencial de membrana inducido, su duracién, la composicion de la membrana y la
temperatura. El tiempo requerido para la electroporacion estd en el rango de
microsegndos a milisegundos. El estado fisico de la bicapa lipidica es fuertemente

dependiente de la temperatura.

Modos de dafio tisular en trauma eléctrico

. ~ Duracion del Tejidos Distribucién del
Mecanismo de dafio Lo . . .

Contacto eléctrico  Susceptibles dafio tisular

Calentamiento por 1-10s Todos proteinas

trabajo (Joule heating) membrana ceular

Electroporacion 10°-10"s Musculo Bicapa lipidica de

Nervio la membrana

Desnaturalizacion 10%s Musculo y Proteinas de

electroconformacional Nervio la membrana

de las proteinas de la

membrana

TermoacuUstica 10%s Todos Estructuras de

(explosion) las membranas

Tabla 2.3. Modos de dafio tisular en trauma eléctrico. Traducida y Reproducida sin autorizacion de

Lee, Zhang y Hanning. Biophisical Injury Mechanisms in Electrical Shock Trauma [31].

La electroporacion del tejido fue inicialmente estudiada por la necesidad de comprender
la patofisiologia del dafio eléctrico. Bhatt [31] midié la acumulacion de dafio por
electroporacion in Vitro. Después de medir la impedancia inicial, expuso al tejido a
pulsos eléctricos variando la intensidad del campo eléctrico, el tiempo de exposicion y en
un segundo estudio varid el niimero de pulsos y la duracion de estos. El cambio en la
impedancia eléctrica de baja frecuencia normalizada en el tejido muscular después de la
aplicacion de los pulsos de corrientes indican el dafio de la membrana del tejido musculo
esquelético. Se puede observar el decremento en la magnitud de la impedancia después
de estimular con pulsos eléctricos. Como se puede ver en la figura 2.14 el campo
eléctrico y la duracion del pulso fueron factores que determinaron el incremento de dafio

por electroporacion. Siendo menos significativo el namero de pulsos
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Figura 2.14 Magnitud de Impedancia de tejido muscular en funcion del nimero de pulsos eléctricos
inyectados. Izquierdo: Cada curva representa un voltaje distinto, con pulsos de duracion constante
de 10 ms. Derecho: La duracién del pulso es diferente en cada curva, mientras que el voltaje es
constante a 120 V/cm. Original de Bhatt y Copiada y traducida sin autorizacién de Lee, Zhang y
Hanning [31].

Dafio por quemaduras térmicas: El paso de la corriente a través de un conductor resistivo,
genera un calentamiento por trabajo que puede causar graves dafios por quemadura. El
término “Dafo por quemadura” es usado especificamente para referirse al dafio de tejido
por temperaturas suprafisioldgicas. Los efectos de quemaduras son relacionados con la
alteracion y desnaturalizacion de proteinas, a menudo es acompafiado por cambios en las
propiedades Opticas del tejido.

Debido a que los componentes de la bicapa lipidica de las membranas celulares estan
unidos unicamente por fuerzas de hidratacion, la bicapa es muy vulnerable al dafio por
calentamiento. Aln a temperaturas tan so6lo 6°C de la normal (p.e. 43°C) la integridad
estructural de la bicapa lipidica se pierde. La permeabilizacién de la membrana comienza

a partir de temperaturas mayores a 45°C.
Aunado a la electroporacion de la membrana la cual es principalmente un fenémeno en la

bicapa lipidica, altos niveles de potencial suprafisioldogicos pueden producir cambios

electroconformacionales de las proteinas de la membrana, los canales ionicos y las
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bombas i6nicas. En campos eléctricos fuertes, las moléculas protéicas se orientaran a si
mismas con lo cual cambiaran su conformacién para incrementar el momento dipolo
efectivo en la direccion del campo [31]. Si el campo es suficientemente intenso, estos
pueden inducir dafios irreversibles de las proteinas de las membranas. En particular los

canales y bombas de iones.

2.8. PATRONES MORFOLOGICOS DE LA INFLAMACION
AGUDA.

La inflamacion aguda es la respuesta inmediata que se produce frente a un agente lesivo.
Esta presenta tres componentes principales: 1) las modificaciones en el calibre de los
vasos, 2) las alteraciones en la estructura de la microvasculatura y 3) la emigracion de los
leucocitos desde el punto en el que abandonan la microcirculacion hasta el foco de lesion
donde se acumulan. A la salida de liquidos, proteinas y células de la sangre desde el
sistema vascular hasta el tejido intersticial o las cavidades del organismo se denomina
exudacion [39]. De acuerdo a la intensidad de la reaccidn, su causa especifica y el tejido
y la zona concretos implicados en la misma son los factores que dan lugar a las
variaciones morfologicas en los cuatro patrones basicos de la inflamacion aguda. La
Inflamacién serosa (Figura 2.15A) se caracteriza por la salida de un fluido ligero que,
segin el tamafo de la lesion, procede del suero sanguineo o de las secreciones de las
células mesoteliales que revisten las cavidades peritoneal, pleural y pericardica. La
inflamacion fibrinosa (Figura 2.15B), sucede cuando la lesion es mas intensa y se
produce un mayor incremento de la permeabilidad vascular, las paredes vasculares son
atravesadas por moléculas de mayor tamafio, como la fibrina. El exudado fibrinoso se
origina en los casos en los que la filtracion vascular es de grado suficiente o bien existe
en el intersticio algun estimulo procoagulante. Desde el punto de vista histoldgico, la
fibrina aparece como un trama de hilos o fibrillas eosinoéfilas, y en ocasiones como un
codgulo amorfo. La inflamacion supurativa o purulenta (Figura 2.15C) se caracteriza por
la aparicion de grandes cantidades de pus o exudado purulento constituido por
neutrofilos, células necroticas y liquido de edema. Por tltimo la ulcera (Figura 2.15D) es
un defecto local, o excavacion, en la superficie de un o6rgano o tejido, secundario a la

descamacion o desprendimiento de tejido inflamatorio necrotico.
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Figura 2.15. Patrones histoldgicos de la inflamacién aguda. A, Inflamacion Serosa. B, Inflamacién
fibrinosa. Una trama rosada de exudado de fibrina (F) cubra la superficie pericardica (P). C,
Inflamacién supurativa. Un absceso bacteriano en el miocardio. D, Ulceracion. Imagen de una Ulcera
duodenal. Copiado de Cotran y Collins [39], sin autorizacion.

2.9. TECNICAS DE MEDICION HISTOPATOLOGICA

El conocimiento histologico se genera al seguir un método de estudio en el cual podemos
identificar ciertas etapas importantes [10]. Estas etapas son:
e Identificacion del problema
e Técnica de preparacion de los tejidos, de tal manera que asemejen cuanto mas su
estado natural en vivo.
e (Observacion y andlisis de las secciones finas de tejidos.
La ejecucion de dichas etapas tiene diferentes variantes, las cuales se eligen de acuerdo a

variables tales como estructura y composicion quimica de los tejidos, elementos que se
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desea estudiar en los tejidos, tipo de microscopio que se va emplear en la observacion y

analisis [10, 40].

A la técnica de preparacion de tejidos suele llamarse “Técnica histologica”. La que
podemos definir como el proceso empleado en la preparacion de material bioldgico,
especialmente cortes de tejido animal y vegetal. Con el objeto de examinarlos al
microscopio. Esta técnica incluye varios pasos, con la finalidad de matar rapidamente a
las células sin que pierdan sus caracteristicas morfologicas y quimicas que tuvieron en su
vida, hasta su montaje y observacion microscopica. Para lograrlo se debe tomar en
cuenta, el tipo de 6érgano que se va a estudiar asi como los tejidos que lo conforman y las

estructuras que de los mismos nos interesan y el tipo de microscopia a utilizar [10, 40].

Los pasos de la técnica histologica para tejidos procesados con parafina, que seran
observados con microscopio fotdnico, son los siguientes [40, 41]:

¢ Obtencion del fragmento de platina, que consiste en la extraccion de la biopsia.

e Fijacion, se refiere al tratamiento del tejido con sustancias quimicas, que retardan
las alteraciones subsecuentes a la muerte y conservan su configuracién normal.

e Lavado. Se refiere a la eliminacion del exceso de fijador con agua.

e Deshidratacion. Se aplica una serie gradual de bafios de alcohol iniciando con
alcohol al 50% y alcanzando de manera gradual el alcohol al 100% para eliminar
el agua constituyente del tejido.

e Aclaracion. El material tratado con alcohol se trata con xileno y el tejido se torna
transparente.

e Inclusion. Con el objetivo de distinguir entre si las células superpuestas en un
tejido y la matriz extracelular, el histdlogo debe incluir los tejidos en un medio
apropiado. Para la microscopia de la luz, el medio habitual de la inclusion es la
parafina.

e Corte. Una vez que se rebajan los bloques de tejido para eliminar el material de
inclusion redundante, se montan para seccionarlos o cortarlos. Esta labor se lleva
a cabo mediante un micrétomo, un aparato equipado con una hoja y un brazo que

desciende en el bloque de tejido. Es grosor de cada corte fluctiia entre 5y 10 pm.

33



e Premontaje. Los cortes de parafina se colocan en un portaobjetos de vidrio y son
recubiertos con un adhesivo.

e Tincion. La tincidn para microscopia de luz se lleva a cabo principalmente con
colorantes hidrosolubles. Primero es necesario eliminar la parafina del corte,
después de lo cual se rehidrata y tifie el tejido.

e Montaje. Finalmente el tejido colocado en el portaobjetos es montado en el

microscopio para su observacion y analisis.

La técnica histoldgica permite no solo conservar los suficientes detalles de la estructura
celular y tisular para su identificacion y estudio al microscopio, sino que gracias a la
tincion de dichos componentes celulares y tisulares facilita la observacion de los mismos,
asi como brinda mas elementos de andlisis que nos permitiran resolver diferentes

problemas.

Los colorantes mas usados son la hematoxilina y eosina de manera combinada. Estos
colorantes tienen composicion quimica basica y acida respectivamente, en tanto que a los
elementos celulares con afinidad por el colorante 4cido se denominan acidofilos y los que
presentan afinidad por el colorante bésico, basofilos. Existen muchos otros colorantes y
métodos que complementan la informaciéon que da el método combinado doble de H-E.
[40, 41]

Dado que la pared gastrointestinal estd recubierta por tejido epitelial de revestimiento, es
conveniente para el analisis de los tejidos, utilizar un método combinado, doble o triple.
Estos pueden ser el ya mencionado método de Hematoxilina — Eosina donde los nticleos
se tefiirdn de azul morado y el protoplasma y sustancias intercelulares de naranja a rojo.
O bien el método combinado triple llamado método tricromico de Gallego, donde los
nicleos toman un color rojo violaceo, los haces de coldgena se tornan azul verdoso, las

fibras musculares de verde amarillento y la queratina y eritrocitos de amarillo [41].
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3. METODOLOGIA

La caracterizacion de los espectros de impedancia, la deteccion del umbral asi como la
validacion de parametros eléctricos adecuados en la estimulacion eléctrica, se realizo
mediante un analisis histopatoldgico. Para este estudio se utilizo el espectrometro de
impedancia y la sonda de medicion descrita anteriormente. En todos los experimentos se

utilizd una misma sonda nasogéstrica.

El espectrometro de impedancia maneja un rango de operacion definido entre 0.8 mA y 5
mA y un ancho de banda que va de los 100 Hz a 1 MHz, 25 frecuencias en total, y tiene
un tiempo de exposicion de 50 ms. aproximadamente; para realizar estos estudios se tuvo
que disefiar y adaptar un amplificador de corriente a la salida del espectrometro de
impedancia que permitiera amplificar la corriente hasta 100 mA respetando el ancho de
banda deseado (Anexo 1). La sonda descrita anteriormente determina el espacio entre
electrodos que definen el espacio maximo por donde circula la corriente en la pared
gastrointestinal y el 4rea de contacto superficial. Por lo tanto los pardmetros adecuados a

determinar fueron la intensidad de corriente, la frecuencia y el tiempo de estimulacion

3.1. DEFINICION DE LA POBLACION OBJETIVO

Para la experimentacion in vivo, se utilizaron ratas de bioterio cepa Wistar.

3.2. CARACTERISTICAS GENERALES

3.2.1. Criterios de inclusion

Ratas machos sanas, con un peso aproximado entre 150 y 200 gramos.

Ayuno de 12 hrs. previas al experimento.
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3.2.2. Criterios de exclusion

La presencia evidente de algun tipo de enfermedad en el espécimen que afectase el

resultado del experimento.

3.2.3. Ubicacidén espacio temporal
Los experimentos se realizaron en el quir6fano experimental del Centro de Investigacion
en Imagenologia e Instrumentacion de CBI en colaboracién con el bioterio del INCICh,

el departamento de patologia del INCICh e Innovamédica S.A. de C.V.

3.2.4. Diseno Experimental

Se realiz6 un experimento factorial buscando estudiar la interaccion entre:

A) Intensidad de corriente (mA), 5 niveles: 1, 2.5, 10, 25, 100.

B) Tiempo de estimulacion, 3 niveles: 50 ms, 0.2 sy 2 s.

Y C) Realizando todas las pruebas con cada una de estas frecuencias (Hz), 4
niveles: 215 Hz, 2.15 KHz, 21.5KHz, 215KHz.

Se hicieron 15 estimulaciones por cada tipo de muestra distinta, con un periodo de 2
segundos entre cada una de ellas para permitir la relajacion del tejido.
En total se obtuvieron 4 conjuntos de muestras de 5 niveles de corriente por 3 niveles de
tiempo de estimulacion. El nimero de muestras de la misma condiciéon fue de 3 (n), por
lo que en total se obtuvo una base de tejidos de 180 muestras bioldgicas.
Se realizaron mediciones de control por cada una de las ratas, para asegurar que al final
del procedimiento la mucosa no presentaba evidencias de isquemia que afectaran el

resultado del estudio. LLa muestra control no era sometida a estimulacion eléctrica.

3.2.5. Especificacion de variables

Biopsias intestinales para identificar y medir el dafio por estimulacion.

3.2.6. Procedimiento
El experimento consistid en inyectar corrientes eléctricas en la pared gastrointestinal del
ileon de rata. Estas corrientes variaron la frecuencia, la duracion del estimulo y la

intensidad segliin la condicion deseada. La corriente fue inyectada utilizando la sonda
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nasogastrica de medicion de impedancia compleja. El protocolo experimental se realizo

de la siguiente manera:

1. Se pesaba a cada rata para asegurar que se cumplia con el criterio de inclusion y
se ponia en ayuno durante 12 hrs.

2. Se anestesiaba a cada animal utilizando una mezcla anestésica de tres
componentes, donde 1 ml. de mezcla estaba compuesto por 0.25 ml de Ketamina,
anestésico de uso veterinario; 0.05 ml de Xilacina, tranquilizante preanestésico de
uso veterinario, 0.1 ml de Maleato de acepromacina tranquilizante preanestésico
de uso veterinario y 0.6 ml de solucién salina. Se utilizé una dosis aproximada de
0.0034 ml/gr., y se administraba por via intramuscular en dos sesiones. 2/3 partes
en una primera dosis y 1/3 parte a los 15 minutos. 5 minutos después de colocar la
dosis completa, el animal se encontraba completamente anestesiado

3. Se realizaba una incision quirdrgica en la pared abdominal y se identificaba la
zona de interés del intestino delgado, el ileon de rata, el cual se marcaba con seda
quirargica. Ver figura 3.1.

4. Yaidentificada la zona de interés se hacia una pequefia incision en el intestino por
donde se introducia la sonda nasogéstrica (Figuras 3.2 y 3.3).

5. Una vez colocada la sonda, en contacto con la pared del ileon, se acomodaban los
intestinos dentro de la cavidad abdominal y se inyectaba la corriente con los
parametros seleccionados, los estimulos fueron seleccionados de forma aleatoria
antes de empezar los experimentos.

6. Inmediatamente después de estimular el tejido, se obtenia una biopsia
asegurandose de tener la zona de intestino afectada (Figura 3.4)

7. Finalmente la Biopsia era fijada en una solucién con formaldehido al 10%.

8. El procedimiento se realizaba en menos de un minuto, por lo que el sangrado era
minimo y el dafo causado por la estimulacion era localizado a una minima zona
del intestino. Por cada rata se obtenian 7 distintas muestras. La 7* y ultima
muestra correspondia a la muestra control. Con la que se podia verificar el estado

de la mucosa al final de todo el proceso.
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Figura 3.2. Introduccion de la sonda por via quirurgica en el intestino delgado.




Figura 3.3. Sonda de Medicidon colocada y en contacto completo con la pared del ileon.

Figura 3.4. Toma de muestra bioldgica estimulada.
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De cada intestino de rata se tomaban cerca de 7 muestras sometidas a estimulacion
eléctrica. Al final de la toma de las 7 muestras, se tomaba una muestra mas sin haber

aplicado ningun estimulo eléctrico, misma que servia como muestra control de la rata.

3.2.7. Procesamiento de las muestras biolégicas
Las biopsias fueron procesadas con la técnica histoldgica de rutina y tefiidas con H-E
(Hematoxilina y Eosina) para su posterior analisis histologico. Se realizaron cortes
longitudinales a través de la muestra para asegurar la revision de la zona que estuvo en

contacto con los electrodos.

El analisis histologico para evaluar el dafio de las muestras de tejido, fue un analisis doble
ciego y fue realizado por un patdlogo experimentado. Se utilizdé un microscopio marca
Zeiss. Se caracterizo el dafio por quemadura eléctrica y se realiz6 una escala de dafio

identificando 5 posibles niveles.

3.2.8. Caracterizacion del daino por quemadura
Como parte de la metodologia se caracterizo el dafio por quemadura eléctrica: Este
presenta desintegracion de las membranas celulares. Se identifica claramente un
barrimiento de la cromatina nuclear o inclusive la ausencia de nucleos. De manera
general se observa un una transicion brusca entre la mucosa alterada y la normal, se
observa un apelmazamiento de células sin nucleo o codgulo amorfo que asemejan a
células queratinizadas, esto en realidad es un exudado fibroso resultado de una
inflamacion aguda. No se alcanza a ver un incremento de globulos blancos, debido a que
el tiempo de exposicion es minimo. Por otro lado, se observa que el dafio es localizado en
tan solo unas vellosidades que abarcan un espacio aproximado de 1 mm. y que se
encuentra en 2 o 3 partes de la muestra, esto por que la corriente se distribuye de acuerdo
a la resistencia del tejido. El dafo tinicamente se localiza en las vellosidades del intestino,
llegando a dafiar tejido epitelial, ldmina propia o ambos de acuerdo a la cantidad de
energia entregada. En la figura 3.5 y Figura 3.6 se pueden observar las caracteristicas

mencionadas.
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Fig. 3.5. Imagen de ileon de rata con quemadura nivel 2. Se identifica claramente una zona localizada

de células queratinizadas (sin nicleos), idéntico a un exudado fibroso justo donde se realizo la
estimulacion . (H-E, X40)

Figura 3.6. Se sefiala la parte distal de las vellosidades que fueron expuestas al estimulo eléctrico, las
células se observan queratinizadas, y se alcanza a ver un barrimiento de cromatinas. (H-E, X100)
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3.2.9. Clasificacion del dano por quemadura

Con base en la caracterizacion descrita anteriormente y en funcion de la cantidad de

vellosidad afectada, se clasifico el dafio por quemadura o coagulacion en 5 niveles:

Nivel 0: Mucosa normal, a este nivel no se observa lesion o dafio alguno, las vellosidades
se encuentras intactas.

Nivel 1: Se observa dafio muy superficial, tnicamente se afectan a las células del tejido
epitelial de las vellosidades, el epitelio muestra degeneracion vacuolar, inclusive hay un
desprendimiento del mismo tejido epitelial necrético (queratinizado) que deja tras de si el
molde celular de la ldmina propia. La morfologia semeja a la de una tulcera.

Nivel 2: Se observa un dafio en tejido epitelial y en la lamina propia, pero este abarca
unicamente el tercio distal o superior de la vellosidad (la proximal al lumen). Es notoria
la generacion de un exudado fibroso (codgulo amorfo).

Nivel 3: Este nivel es similar al nivel 2, se observa dafo en tejido epitelial y en la lamina
propia, pero en este nivel, la lesion llega a abarcar el segundo tercio o tercio medio de la
vellosidad.

Nivel 4: En este nivel se observa dafio hasta el tercer tercio o tercio basal de la vellosidad,

afectando hasta glandulas de la zona basal.

La clasificacion podria haberse resumido a tres niveles, por ejemplo, el nivel 0 seria
mucosa normal; el nivel 1, dafio superficial y primer tercio de la vellosidad y el nivel 2,
segundo y tercer tercio de la vellosidad. Esta clasificacion tendria la ventaja de que
reduciria el posible error o traslape entre niveles. Sin embargo se ha propuesto utilizar 5
niveles o clases, pues resulta mas sensible y permite un andlisis mas fino de la interaccion

de los factores.

3.2.10.Analisis Estadisticos.

A cada muestra de tejido se le asignd un nivel de dafio de acuerdo a la clasificacion
definida y se registro en una base de datos junto con la informacién general de la rata. Por
cada muestra biologica el sistema registraba 15 valores de impedancia, estos eran

promediados y relacionados directamente con la muestra bioldgica obtenida.
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Se realizd6 un analisis estadistico descriptivo del dafio con los distintos factores, y un
analisis de varianza (ANOVA) para identificar los factores mas significativos en la
generacion del dafo. En este andlisis la variable dependiente usada fue el nivel de dafio
asignado a cada una de las muestras histologicas, mientras que los factores de influencia
usados en el andlisis fueron la corriente de excitacion, el tiempo y la frecuencia de

estimulacion.

Asi mimo, se calcul6 la cantidad de energia entregada al tejido por cada muestra. Se
identifico el umbral energético en donde comienza a causarse dafio por quemadura y se
generd un modelo relacionando el dafio con la cantidad de energia entregada. Finalmente
se logr6 identificar a qué valores de los factores de densidad de corriente estudiados, el

sistema de EIT no genera dafo.
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4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTACION ANIMAL.

Fueron realizados 35 experimentos con el modelo experimental descrito en la
metodologia. Los primeros 5 conformaron un estudio piloto para definir las dosis de
anestésicos adecuados, el nimero de muestras biolodgicas por animal y revisar el correcto
funcionamiento del sistema de estimulacion. Ninguno de estos animales fue incluido en

el anélisis de los resultados.

Para la obtencion de todos los datos se utilizaron 30 ratas cepa Wistar con un peso
aproximado promedio de 172.5 grs + 8.12, de las cuales se obtuvieron 7 muestras
biologicas por cada una de ellas. En total se obtuvieron 210 muestras de mucosa
intestinal. De estas, 180 muestras sometidas a estimulacion eléctrica y las 30 muestras
bioldgicas restantes son las muestras control de cada una de las ratas. Se obtuvieron 176
valores de impedancia compleja relacionadas con cada una de las muestras biologicas, sin
embargo, los valores correspondientes a niveles de corriente iguales o mayores a 10 mA,
son incorrectos pues la mayoria de los valores medidos saturaron el sistema. En la Tabla
A-1 del Anexo 1 se muestran todos los datos experimentales incluidos en el analisis de
resultados. Los datos que se presentan en dicha tabla son nimero de sujeto, peso,
condicion de estimulacion, el nivel de dafio asignado, amplitud y fase de la impedancia

registrada y la energia entregada calculada.

A continuacidn se presentan los cortes histologicos del ileon de rata, representativos de

cada nivel de dafio identificado y descrito en el capitulo anterior.
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Figura 4.1 Fotografia del ileon de rata con Nivel 0. Se observa todas las vellosidades intactas, se

observan claramente células epiteliales cilindricas, algunas células calciformes, el tejido conectivo de
la lamina propia y glandulas en la zona de las criptas. No se registra ningun tipo de lesion o dafio.
(H-E. X100).
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Figura 4.2. Fotografia del ileon de rata con Nivel 1, dafio superficial. Se observan claramente dos

zonas afectadas que abarcan entre 4 y 6 vellosidades, tanto arriba como abajo. Se encuentran células
queratinizadas sin nudcleo y un desprendimiento del tejido epitelial el cual deja tras de si el molde
celular de la lamina propia. Técnica H-E. Ampliacion X10
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Tejido epitelial
queratinizado y
desprendido

Figura 4.3. Fotografia del ileon de rata con Nivel 1, dafio superficial. Esta es la misma fotografia que
la anterior pero con esta ampliacion se muestra con mayor claridad el tejido epitelial queratinizado
y desprendido de la ldmina propia. (H-E, X100)
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Tejido epitelial
y lamina propia
queratinizadas

Figura 4.4. Fotografia del ileon de rata con Nivel 2, dafio del tercio distal de la vellosidad. En este

corte se observa que se alcanza a dafar tejido epitelial y ldmina propia, afectando al tercio distal de
la vellosidad. Se muestran células queratinizadas, y un apelmazamiento o coagulo amorfo

conformado por fibrina (exudado fibrinoso) resultado de la inflamacién aguda. (H-E, X100)
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Figura 4.5. Fotografia del ileon de rata con Nivel 3, dafio del tercio intermedio de la vellosidad. En
este corte se observa claramente la transicion brusca entre la mucosa normal y la mucosa lesionada.
Se observan lesiones en tejido epitelial y en la lamina propia, afectando hasta al tercio intermedio de
la vellosidad. Se observa un gran coagulo amorfo que es la gran trama rosada de exudado de fibrina.
(H-E, X10)
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Zona con necrosis
coagulativa.

Figura 4.6. Fotografia del ileon de rata con Nivel 4, dafio del tercio basal de la vellosidad. En este
corte se observan vellosidades dafiadas hasta la zona de las glandulas, afectando tejido epitelial y
lamina propia. Como en los otros niveles donde se encuentra dafio, hay apelmazamiento de células
queratinizadas o exudado de fibrina. También se observan artefactos correspondientes a la técnica
histolégica. (H-E, X100)
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Figura 4.7. Fotografia del ileon de rata con dafio isquémico. A diferencia del dafio caracterizado por

coagulacion, el dafio isquémico no es localizado en una zona claramente delimitada, sino se extiende
por toda la mucosa gastrointestinal. Se observa muerte celular por falta de nicleo, méas no se
muestran coagulos amorfos de fibrina resultado de una inflamacién aguda, sino una desintegracion

paulatina de las vellosidades, comenzando por las puntas. (H-E, X10)
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De las 180 muestras bioldgicas que se programaron en el disefio experimental, se cuenta
con 174 muestras. 4 de ellas no se hicieron por un error de programacion de condicion
(I1T1F2, I1T1F4, 12T2F2 y I4T3F3) una de ellas se perdidé por un error en la técnica
histologica, esta se incluyd incorrectamente y la muestra no se pudo reincluir y recuperar.
Y finalmente se descarté una muestra para el analisis (I1T2F3) pues presentd isquemia,
sin presentar dafio coagulativo y no fue posible asignarle un nivel de dafio con
certidumbre. De las 30 muestras de control, ninguna de ellas present6 dafio por

coagulacion y s6lo una de ellas mostrd sefales de isquemia.

De los valores de Impedancia (Amp y Fase) y los valores de energia inyectada a cada
muestra, se cuentan con 176 valores, de los cuales unicamente los valores que
corresponden a las corrientes de 1 mA y 2.5 mA son confiables, ya que en los demas
valores se encontr6 que los amplificadores de instrumentacion se saturaban generando un
calculo incorrecto de los parametros eléctricos del tejido. Esta situacion impidi6 hacer un
analisis de relacion entre el nivel de energia inyectado y el dafio medido por
histopatologia. Sin embargo si se logro hacer un analisis de relacion entre el nivel de

corriente inyectada y el dafo medido por histopatologia.

4.2. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

El ANOVA es una técnica en la que la varianza total de un conjunto de datos se divide en
dos o mas componentes, y cada uno de ellos se asocia con una fuente especifica de
variacion, de manera que durante el analisis es posible encontrar la magnitud con la que

contribuye cada una de esas fuentes en la variacion total.

En nuestro caso, realizamos una ANOVA para analizar la magnitud con la que
contribuyen la corriente (I), el tiempo de estimulacion (T) y la frecuencia (F) en la
variacion del dafio en la pared de la mucosa gastrointestinal. Los resultados de este
analisis se resumen en la tabla 4.1. Ahi podemos observar que el principal factor de
influencia en el incremento del dafio es la corriente, con una F = 9.9 y una P < 0.0001.
Los factores de tiempo y frecuencia no afectan significativamente el cambio del nivel del

dafio.
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ANOVA

Fuente de Grados de Suma de Media de

Variaciéon Libertad Cuadrados Cuadrados F P (Alpha=0.05)
A: corriente 4 129.6083 32.40208 54,38  0.000000* 1
B: Tiempos 2 1.194889  0.5974445 1 0.370149  0.221053
AB 8 3.646464 0.455808 0.76 0.634241  0.340037
C: Frecuencia 3 3.667701 1.222567 2.05 0.110655 0.514065
AC 12 8.402716  0.7002264 1.18 0.309406 0.64043
BC 6 0.7341366 0.1223561 0.21 0.974504 0.101759
ABC 24 10.6796 0.4449833 0.75 0.792855 0.584467
S 113 67.33334  0.5958702
Total (Ajustado) 172 227.3873
Total 173

Tabla 4.1. Analisis de la varianza del nivel de dafio a diferentes intensidades de corriente, frecuencia
y tiempo de estimulacién. Observe que la variacién debida a la corriente es mucho mayor que los

demas factores (P<0.0001). Se utilizo el software de estadistica comercial NCSS.

A continuacidn se muestran las graficas con la media de los promedios del nivel de dafio

considerando todas las muestras histologicas obtenidas.

Variacion del nivel de daio en funcién del nivel de corriente (l)

4.00 -

3.00 +

2.00 -

Nivel de Daiio (0 - 4)

1.00 4

0.00 = ‘
1 2.5 10 25 100

Corriente (mA)

Gréfica 4.1 Medias de los promedios del nivel de dafio agrupados por nivel de corriente. No se
registra ninglin dafio a 1 y 2.5 mA. Claramente se observan cambios incrementales en el dafio al
incrementarse la corriente a partir de 10 mA. Se muestran los errores estandar en cada uno de los

grupos de corrientes.
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Variacion del nivel de dafio en funcién de la frecuencia (F)
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Gréfica 4.2 Medias de los promedios del nivel de dafio agrupados por nivel de frecuencia. Se
muestran los errores estandar en cada uno de los grupos de frecuencia. No es evidente un

cambio en la impedancia debido a la frecuencia.
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Variacion del nivel del dafio en funcion del Tiempo (T)
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Graéfica 4.3 Medias de los Promedios del nivel de dafio agrupados por nivel de tiempo de

estimulacion. Se muestran los errores estandar en cada uno de los grupos de frecuencia. No es

evidente un cambio en la impedancia debido al tiempo.
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4.3. EFECTOS DE LOS FACTORES DE
ESTIMULACION EN LA MUCOSA GASTRICA,
MEDIANTE EL NIVEL DE DANO.

En esta seccion se presentan el andlisis estadistico descriptivo de los casos estudiados
mas representativos. Se realizd un analisis del dafio encontrado en el tejido en funcién de
los tres factores de influencia. Cada nivel de cada factor se analizO de manera
independiente en conjunto con el total de niveles de los otros dos factores. En cada caso
se calcul6 la media (M) y el error estandar como medida de dispersion. Se graficaron los
casos representativos buscando la interaccion entre los factores, es decir, si un cambio en
uno de los factores produce un cambio en la respuesta en un nivel del otro factor diferente
del que se produce en otros niveles de ese factor, podriamos decir que existe interaccion
entre los dos factores.

En esta seccion, se observa que la dispersion es minima en la mayoria de los casos.
También se hace notar que para los niveles de tiempo seleccionados no es evidente una
interaccion significativa con los factores de frecuencia y corriente, con algunas
excepciones que se comentan en cada caso. También se aprecia que a los niveles de
corriente de 1 y 2.5 mA no se registrd6 ningun nivel de dafo, mientras que a los 3
siguientes niveles si se registra dafio sin que los distintos niveles de tiempo o frecuencia

afecten significativamente.
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4.3.1. Factor de Frecuencia (F), interaccion entre el tiempo y la

corriente.
Factor Frecuencia = 0.215 KHz
Factor Tiempo (T), s
Factor | (mA) 0.05 0.2 2
1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 1.33 1.67 1.00
25 1.33 0.33 1.33
100 2.00 2.00 2.33
Error Estandar
1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 0.33 0.88 0.58
25 0.67 0.33 0.67
100 0.00 0.00 0.33

Tabla 4.2. Relacion de las pu de dafio registradas con F = 0.215 KHz, en cinco niveles de corriente y en

3 niveles de tiempo. Indicando el error estdndar de cada grupo. (n = 3)

Frecuencia No. 1, 0.215 KHz
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2.5 10 25 100
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Gréfica 4.4 Efectos de la corriente y el tiempo con 0.215 KHz de estimulacion. No se registra ningiin
dafio con las corrientes igual a 1 y 2.5 mA a ningun tiempo de estimulacién. Se observa un claro

incremento del dafio conforme incrementa la corriente.
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Factor Frecuencia = 2.15 KHz

Factor Tiempo (T), s

Factor | (mA) 0.05 0.2 2
1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 0.67 1.33 1.67
25 2.33 1.67 1.67
100 2.33 3.00 2.67
Error estandar
1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 0.67 0.67 0.33
25 0.33 0.33 0.33
100 0.33 0.58 0.33

Tabla 4.3. Relacién de las p de dafio registradas con F = 2.15 KHz, en cinco niveles de corriente y en

4.00 -

3.00 -

Nivel de Daiio (0 - 4)
N
o
o

1.00 A

3 niveles de tiempo. Indicando el error estdndar de cada grupo. (n = 3)

Frecuencia No. 2,2.15 KHz

——0.05

—A—2

0.00

2.5

10

Corriente (mA)

25

Gréfica 4.5 Efectos de la corriente y el tiempo con 2.15 KHz de estimulacion. No se registra ningin

dafio con las corrientes igual a 1 y 2.5 mA a ningun tiempo de estimulacién. Se observa un claro

incremento del dafio conforme incrementa la corriente.

58



Factor Frecuencia = 21.5 KHz
Factor Tiempo (T), s

Factor | (mA) 0.05s 0.2s 2s
1 0.00 0.00 0.00

25 0.00 0.00 0.00

10 1.33 1.33 2.00

25 1.33 1.33 2.00

100 2.33 2.00 2.33

Error estandar

1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 0.67 0.67 0.00
25 0.67 0.67 0.00
100 0.33 0.00 0.33

Tabla 4.4. Relacién de las p de dafio registradas con F = 21.5 KHz, en cinco niveles de corriente y en

4.00

3.00 +

Medida de daiio (0 - 4)
N
o
o

1.00 -

0.00

3 niveles de tiempo. Indicando el error estandar de cada grupo. (n = 3)

Frecuencia No. 3, 21.5 KHz
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Gréfica 4.6. Efectos de la corriente y el tiempo con 21.5 KHz de estimulacién. No se registra ningan

dafio con las corrientes igual a 1 y 2.5 mA a ningun tiempo de estimulacion. Se observa un claro

incremento del dafio conforme incrementa la corriente.
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Factor Frecuencia = 215 KHz

Factor Tiempo (T), s

Factor | (mA) 0.05 0.2 2
1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 1.67 2.00 2.33
25 2.00 2.00 2.00
100 1.67 2.00 2.67
Error estandar

1 0.00 0.00 0.00
2.5 0.00 0.00 0.00
10 0.33 0.00 0.33
25 0.00 0.00 0.00
100 0.88 0.58 0.67

Tabla 4.5 Relacion de las p de dafio registradas con F = 215 KHz, en cinco niveles de corriente y en 3

niveles de tiempo. Indicando el error estdndar de cada grupo. (n = 3)

Frecuencia No. 4,215 KHz
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100

Grafica 4.7. Efectos de la corriente y el tiempo con 215 KHz de estimulacion. No se registra ningin

dafio con las corrientes igual a 1 y 2.5 mA a ningun tiempo de estimulacion. Se observa un mayor

efecto a mayor tiempo de estimulacion a excepcion de los valores medidos a 25 mA, donde no hay

ninguna diferencia en el dafio.
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4.3.2.Factor de Corriente (1), interaccion entre el tiempo
y la Frecuencia.

4.00
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2.00 -
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Gréfica 4.8. Efectos del tiempo y la corriente con 10 mA de estimulacion. Se puede observar una

clara tendencia de incremento en el dafio conforme aumenta la frecuencia. No se observa una

diferencia significativa en el incremento de dafio debido al incremento en el tiempo de estimulacion.
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Corriente 25 mA
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Gréfica 4.9. Efectos del tiempo y la corriente con 25 mA de estimulacidn. Se observa que a bajas

frecuencias existe una mayor dispersion que a altas frecuencias, donde el resultado es muy
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Gréfica 4.10 Efectos del tiempo y la corriente con 100 mA de estimulacién. Se observan niveles de

dafio muy homogéneos en todo el rango de frecuencias y en todos los tiempos.
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4.4. AMPLITUD DE ESPECTROS DE IMPEDANCIA DE
LA MUCOSA GASTRICA.

Se obtuvieron espectros de impedancia de la mucosa gastrica bajo condiciones de

estimulacion de 1 y 2.5 mA. A continuacidon se muestran las graficas obtenidas.

Corriente 1 mA

180.00 +

160.00 4

140.00 + —e—0.05 Seg

—m—0.2Seg
120.00 |

—a&— 2 seg

100.00 +

80.00 -

Amplitud (Ohms)

60.00 -

40.00 4

20.00 +

0.00

0.215 2.15 215 215

Frecuencia (KHz)

Grafica 4.11. Medias de los promedios de amplitudes de cada tiempo agrupadas por frecuencias,
considerando tan sélo la corriente de 1 mA. Se puede observar que la impedancia es mas baja
conforme aumenta la frecuencia de estimulacion. No se observa una diferencia significativa en

funcidn del tiempo en relacion directa con las frecuencias.
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Corriente 2.5 mA
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Gréfica 4.12. Medias de los promedios de amplitudes de cada tiempo agrupadas por frecuencias,
considerando tan s6lo la corriente de 2.5 mA. Se puede observar que la impedancia es mas baja
conforme aumenta la frecuencia de estimulacion. No se observa una diferencia significativa en

funcion del tiempo ya que aunque si es evidente que a mayor tiempo, hay un mayor dafio, este es

minimo y las barras de error se traslapan.
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5. Discusion

5.1. CARACTERIZACION DEL NIVEL DE DANO.

En primer lugar es importante mencionar que histolégicamente las caracteristicas
identificadas como dafio por coagulacion, mencionadas en el capitulo 3 de esta tesis, son
muy distintas a las caracteristicas encontradas por dafio isquémico. Esto se puede deber
principalmente a la diferente evolucion en tiempo con la que se incrementa una lesion en
comparacion con la otra. En el caso del dafio por isquemia, presenta despegamiento del
epitelio, desintegracion paulatina de las puntas, edema, hemorragia intersticial e
hipercelularidad de la ldmina propia y necrosis con esfacelacion de la mucosa. Al
contrario, las lesiones provocadas por estimulacion eléctrica, a excepcion del
desprendimiento del epitelio, no presenta ninguna de las caracteristicas mencionadas, no
se observan agregados linfocitarios ni edema, sino una inflamacion aguda que desemboca
en el desprendimiento del epitelio y en la formacion de un exudado fibroso o codgulo
amorfo. Esto se pudo corroborar al no encontrar muestras de incremento en los leucocitos
en el dafio por coagulacion. Como una posible consecuencia primordial de estas
diferencias, la impedancia resultante de una alteracion patologica por isquemia en la
mucosa gastrica tendria diferencias significativas en relacion con la impedancia resultante
de alteraciones en la mucosa por quemadura o inflamacidon aguda como es el caso de este

estudio.

5.2. DATOS EXPERIMENTALES.

La tabla del anexo A-1 que corresponde al total de datos de experimentacion obtenidos
durante el estudio experimental. Se cuenta con 174 muestras histologicas con alguna
clase de estimulacion y 30 muestras mas que no recibieron estimulacion alguna. Asi
mismo, se cuentan con 176 mediciones de impedancia compleja y 176 valores de energia

inyectada al tejido. Sin embargo sélo los valores de impedancia correspondientes a las
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corrientes de 1 y 2.5 mA son confiables, ya que como se comentd en el capitulo 4, el
espectrometro presentd una saturacion en la mayoria de los espectros correspondientes a
niveles superiores o iguales a 10 mA. Obsérvese que cada valor de amplitud y fase,
muestra una dispersion. Esa dispersion es la desviacion estandar resultante de las 15
repeticiones de cada caso. En el caso de la amplitud, la desviacion es minima lo cual
demuestra que el valor de la impedancia permaneci6 constante durante las 15 mediciones.
Sin embargo se obtuvo un valor de amplitud, I2T2F1 que presenta una desviacion
estandar mayor al 50%. Se revisaron las 15 repeticiones y se observo que hubo un posible
error en la captura de algunos de los 15 datos, generando una sefial altamente ruidosa,
este valor no fue incluido en el andlisis de varianza. De igual forma los valores de fase
presentan también desviaciones minimas, por lo que el valor de la fase permanecio

constante durante las 15 mediciones.

5.3. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

El anélisis de varianza realizado utilizando el nivel de dafio asignado en funcién de los
distintos niveles de corriente (I), frecuencia (F) y Tiempo (T) nos confirma lo que
graficamente hemos identificado. El ANOVA mostré que el factor con mayor efecto en el
cambio de la morfologia histologica y por tanto puede presumirse, mas no afirmarse, en
el cambio de la impedancia, es la corriente que mostré una P < 0.0001, mientras que la
frecuencia y el tiempo no mostraron ser factores significativos. En la Grafica 4.1 se
muestra el promedio de todos los datos agrupados por nivel de corriente, se puede
observar claramente un incremento en el nivel de dafio conforme aumenta el nivel de
corriente, este patron es el esperado conforme a que a mayores corrientes, se incrementa
la temperatura causando dafios en las membranas de las células y se genera el efecto de
electroporacion debido a los campos eléctricos. De igual forma se puede ver que a niveles
de 1y 2.5 mA no se registr6é ningin dafio por medios histopatoldgicos, esto en gran parte
porque no se alcanzan los niveles de energia necesarios. De acuerdo a los valores de

impedancia medidos, el nivel promedio de energia inyectado con corrientes de 1 mA es
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de 5.08 pJoules y con corrientes de 2.5 mA, el promedio estimado es de 20 pJoules lo
cual son niveles de energia muy bajos.

En la Grafica 4.2 se muestra el promedio de todos los datos agrupados por nivel de
frecuencia. Considerando todos los datos, es minimo el efecto entre el nivel de dafio y el
cambio en la frecuencia. Con base en los rangos de frecuencia presentados en el capitulo
2, podemos ver que las células sufren dafio desde niveles de corriente directa (DC) hasta
altas frecuencias, con algunas diferencias biofisicas dependiendo del rango de frecuencia,
por lo que es de esperarse que la frecuencia no haga una diferencia significativa.
Finalmente en la grafica 4.3 se muestra el promedio de todos los datos agrupados por
nivel de tiempo, al igual que con las frecuencias, no se observa una asociacion
significativa entre el nivel de dafio y los tiempos de estimulacion usados. En este caso, es
muy posible que los tiempos de estimulacion seleccionados estén muy por arriba de
aquellos niveles donde se observe una mayor sensibilidad. Los estudios encontrados
utilizan niveles de 0.5 ms a 10 ms, mientras que en este estudio partimos de 50 ms,

debido a que es el nivel de excitacion definido en el equipo de medicion.

5.4. ANALISIS DE LOS EFECTOS DE ESTIMULACION EN
LA MUCOSA GASTRICA, MEDIANTE EL NIVEL DE
DANO.

El analisis de los niveles de dafio muestra que estimulando el tejido a ImA y 2.5 mA, no
se causa dafio en la mucosa géstrica. El dafio se registra a partir de los 10 mA, y al
aumentar la intensidad de corriente de estimulacion, el nivel de dafio es mayor, esto se
puede notar claramente en el incremento de las medias de cada nivel de corriente
presentado en las gréaficas 4.4 a la 4.7 del capitulo 4. Como hemos mencionado, este
efecto es el esperado, considerando que a una mayor energia eléctrica, se incrementara en
proporcion la temperatura y se generaran campos eléctricos que desnaturalizan las
membranas celulares. También se quiere hacer notar que hay un efecto de la frecuencia
en estimulaciones con 10 mA de corriente (grafica 4.8) Se puede observar un incremento
en las medias de los valores de dafio, efecto que desaparece a corrientes mas altas
(Graficas 4.9 y 4.10). Este efecto refleja un par de cosas importantes: a) la primera,

correspondiente al incremento del dafio con relacion al incremento de la frecuencia,
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guarda mucha relacion a los distintos mecanismos de efectos bioldgicos que se generan a
distintos niveles de frecuencias. De 0 a 10 KHz sufre dafio por calentamiento o
electroporacion, a partir de los 10KHz, ademés del efecto por calentamiento, tiene un
efecto dieléctrico sobre las proteinas, por lo que al ir incrementando la frecuencia el dafio
se acumula. B) es posible que a 10 mA, el dafio no sea tan contundente como a corrientes
mayores y es por eso que en las graficas posteriores no vemos ningin efecto de la
frecuencia. También podemos notar en la grafica 4.8, que al parecer, a 10 mA existe una
interaccion entre la frecuencia 2.15 KHz y el tiempo de 2 segundos, ya que la respuesta
cambia en comparacion de los demads niveles de tiempo. Si observamos las graficas 4.6 a
la 4.7, es evidente que a las corrientes de 10, 25 y 100 mA, hay un incremento en las
pendientes de los valores de dafio y debido al incremento en el tiempo, estas pendientes
se separan (solo en las corrientes de 10 y 100 mA.). Este efecto es muy notorio en la
grafica 4.7, donde el efecto de las corrientes 10 y 100 mA aumenta las pendientes y el
efecto del tiempo separa dichas pendientes. Al contrario, a 25 mA, no presenta cambios
en la separacion de las pendientes lo que podria significar un efecto de interaccion
diferente entre el tiempo y el nivel de 25 mA que en los otros niveles de corrientes. Esto

es mas evidente en la segunda y cuarta frecuencia.

Por otro lado, aunque los resultados no concluyen contundentemente que el tiempo sea un
factor que influya significativamente en las alteraciones a los tejidos y por tanto la
generacion del dafio, cabe mencionar que si se observa mayor dafio en funcion del
tiempo, a 10 mA de estimulacion como se puede observar en la Grafica 4.8. Esta y las
anteriores observaciones hacen pensar que a 10 mA, el tejido es sumamente sensible a las
interacciones entre el tiempo, la frecuencia y el nivel de corriente de estimulacion, no
siendo asi en niveles mayores de corriente donde el efecto de la corriente es muy superior

al efecto del resto de los factores.

Con respecto al andlisis de la amplitud de la impedancia medida, en funcion de la

corriente inyectada bajo distintas condiciones, podemos discutir lo siguiente.
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Obsérvese que desde un analisis frecuencial, para las corrientes de 1 y 2.5 mA, la
amplitud de la impedancia es mayor a bajas frecuencias y disminuye a altas frecuencias
como podemos ver en las graficas 4.11 y 4.12. Este es un patron muy caracterizado y
tiene que ver con la oposicion que ponen las células al paso de la corriente a bajas
frecuencias, no siendo asi a altas frecuencias. A niveles iguales o superiores a 10 mA, la
amplitud de la impedancia no se pudo calcular con confiabilidad por lo que no se pudo

hacer un analisis a detalle de estas sefales.

Aunado a lo anterior, la frecuencia 21.5 KHz, parece ser la que muestra un mayor efecto
en la impedancia en comparacion con las demas frecuencias. Si se observan las graficas
4.11 y 4.12., podran notar que es en esta frecuencia donde la impedancia comienza a
disminuir en mayor grado y en comparacion con las frecuencias menores teniendo la
mayor caida a 215 KHz. Esto es importante considerarlo para futuros estudios donde se
quiere considerar una sola frecuencia. Finalmente también ndtese que a un tiempo de
estimulacion de 2 segundos, estos cambios son mas pronunciados en todas las

frecuencias.

5.5. DETECCION DE UMBRAL DE DANO.

Con base en los resultados encontrados por el analisis histopatoldgico, no se encontr6
dafio por debajo de 2.5 mA, sino hasta niveles de 10 mA es donde se comienza a causar
dafio. De acuerdo a esta evidencia, podriamos afirmar que los niveles de 1 y 2.5 mA no
causaron ningun dafio bajo las condiciones experimentales y que el umbral de dafio esta
por arriba de los 10 mA. Sin embargo, habria que hacer un estudio adicional que evaluar

el rango de corrientes entre 2.5 y 10 mA para definir un umbral con mayor certeza.
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6. Conclusiones

Se caracterizo el dafio por estimulacion eléctrica, el cual presentd caracteristicas
histologicas distintas al dafio isquémico. Se clasifico en 5 niveles y con base en estos se

hizo el analisis de los resultados.

Los resultados experimentales probaron que valores iguales o menores a 2.5 mA no
causan ninguna alteracion en los tejidos de la pared de la mucosa, ni ningln tipo de dafo,
esto en ninguna de las frecuencias, ni en ninguno de los tiempos de estimulacion, por lo
que podria presumirse que los cambios de impedancia medida durante su uso clinico,
refleja los cambios debidos a condiciones clinicas del paciente y no a interacciones entre
el instrumento y la zona de medicion. Lo anterior aprueba la hipdtesis de este trabajo y
valida la seguridad de estos parametros en el uso clinico del sistema de espectroscopia de
impedancia. Sin embargo dadas las condiciones ideales del modelo experimental, donde
los electrodos tenian pleno contacto superficial con la pared gastrointestinal y
considerando que esta situacion no sera del todo repetible en casos clinicos reales, no se
recomienda utilizar valores de corriente mayores a 1 mA, ya que al reducir el area de
contacto, se incrementa la densidad de corriente, por lo que es recomendable manejar los
niveles minimos de estimulacion. Aunado a la disminucidén del area de contacto, en
condiciones clinicas, los tejidos estaran expuestos a cambios de impedancia provocados
por condiciones de isquemia, estos cambios de impedancia pueden provocar un
incremento en la susceptibilidad al paso de la corriente, por lo que se enfatiza la

recomendacion de usar los minimos niveles de estimulacion permisibles.

Se encontré que la corriente es el principal factor de influencia en la generacion de
cambios estructurales en la mucosa, el analisis de varianza mostr6 una P < 0.001 para la
corriente, mientras que los demas factores no presentaron cifras significativas de
influencia en el dafio tisular. Sin embargo, se observd que la frecuencia juega un papel
importante al interaccionar con el tiempo en niveles de corriente iguales a 10 mA, pues si
se observaron tendencias de incremento del dafio conforme aumenta la corriente y el

tiempo.
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Debido a la falta de datos de impedancia compleja correspondientes a niveles iguales o
mayores a 10 mA, no se logr6 calcular y detectar un umbral de energia en el que se
comienza a causar dafio, sin embargo si se comprobd que a partir de 10 mA se genera
dafio tisular. Esto no asegura que con niveles superiores a 2.5 mA y menores a 10 mA no

se generan alteraciones estructurales en los tejidos.

6.1. TRABAJOS FUTUROS

Este estudio valida los niveles permisibles en el uso de la espectroscopia de impedancia
con el sistema disefiado. Sin embargo, el autor recomienda los siguientes estudios de

consolidacion:

Realizar un estudio enfocado en el rango de corrientes entre 2.5 y 10 mA, bajo dos
modelos distintos: uno en el que se midan las caracteristicas normales del tejido sano y
posteriormente otra modelo en la que se cause dafio isquémico al tejido para asi medir los
cambios de sensibilidad y resistencia del tejido al estar expuesto a cambios estructurales.

Se propone que en este estudio se obtengan espectros de impedancia compleja que
permitan encontrar el umbral de energia y realizar comparaciones bajo las distintas
condiciones experimentales y de igual forma se recolecten muestras biologicas que
permitan identificar los cambios estructurales que se estaran monitoreando con el sistema

de espectroscopia de impedancia.
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Tabla A-1. Resumen de resultados experimentales

8. ANEXO 1

Rata No. Peso Condicion n Nivel Dafio Imp: Amp (Q) Imp: Fase (°) Energia (J)
9 180.36 1 0 101.77£3.25 6.22+1.71  5.0886E-06
15 167.85 11T1F1 2 0 92.67 +4.21 6.54+2.08 4.63392E-06
20 166.43 3 0 90.65 + 3.72 7.7+ 2.26 4.53272E-06
25 172.65 1 0 84.16 £2.38 3.85+1.55 1.68323E-05
2 176.51 11T2F1 2 0 119.36 + 2.5 48+0.73  2.38728E-05
1 187.70 3 0 121.02 £ 6.05 4.97 +1.88 2.42044E-05
7 183.06 1 0 78.84 £ 2.49 7.52+2.70 0.000157694
15 167.85 11T3F1 2 0 94.98 +£4.94 432+1.4 0.00018997
22 165.48 3 0 117.35+5.11 4.68+2.02 0.000234714
7 183.06 1 0 66.73+£2.63 5.89+1.84 3.33694E-06
25 172.65 11T1F2 2
13 167.17 3 0 14440 £+ 3.96 2.17+1.82 7.22016E-06
14 174.17 1 0 94.10 £ 2.28 2.67 £0.93 1.88214E-05
5 170.54 11T2F2 2 0 79.90+£297 5.27+241 1.59803E-05
27 180.46 3 0 7147 +£2.82 0.74+2.08 1.42957E-05
14 174.17 1 0 132.65+4.74 3.91+2.09 0.000265307
8 159.64 11T3F2 2 0 93.6 +5.78 49+248 0.000187205
27 180.46 3 0 80.61+3.40 1.72+x2.78 0.00016123
17 176.60 1 0 63.61 £ 2.51 2.8+ 1.67 3.18069E-06
24 167.27 11T1F3 2 0 107.47 £5.93 05+1.7 5.37381E-06
11 179.76 3 0 101.03+4.01 1.62+1.24 5.05157E-06
6 170.32 1 0 81.85+1.68 -4.33+x1.01 1.63708E-05
28 189.75 11T2F3 2 88.46 £4.58 0.48+284 1.76937E-05
16 174.43 3 0 9455+ 3.42 -2.05+2.66 1.89105E-05
10 164.62 1 0 77.39+£1.73 1.85+1.41 0.000154784
19 167.95 11T3F3 2 0 68.75+£2.39 1.94+2.28 0.000137506
30 172.55 3 0 91.44 + 2.16 -3.41 + 2.0 0.0001829
18 174.19 1 0 54.08 £+ 2.29 -15.64 +2.78 2.70427E-06
30 172.55 11T1F4 2 0 59.36 £ 2.87 -16.04 + 3.04 2.96814E-06
8 159.64 3
5 167.17 1 0 49.97 £1.94 0.1+£2.43 2.20859E-05
13 170.32 11T2F4 2 0 59.72+2.8 -12.94+1.84 3.89282E-05
21 170.54 3 0 53.68 £2.72 -14.21+1.41 1.75372E-05
7 183.06 1 0 4587 £1.58 -10.53+1.83 9.17472E-05
23 153.57 11T3F4 2 0 60.09 £2.73 -10.08 + 2.62 0.000120187
27 180.46 3 0 46.75+2.56 -8.98 £ 2.49 9.35083E-05
14 174.17 1 0 79.24 £1.72 3.88%+0.87 2.47637E-05
12 166.63 12T1F1 2 0 135.08 £ 10.84 3.67 £1.05 4.2215E-05
24 167.27 3 0 43.29 £ 0.19 -5.65 0.27  1.35307E-05
8 159.64 1 0 142.70 £+ 7.16 2.62+0.34 0.000178377
23 153.57 12T2F1 2 0 51.74 £ 34.69 -0.6+1.6 6.46846E-05
2 176.51 3 0 98.46 + 1.75 5.6 + 0.65 0.00012308
18 174.19 1 0 109.82 £ 2.40 4.79+0.52 0.001372868
23 153.57 12T3F1 2 0 86.26 £1.47 7.18+1.08 0.001078365
26 176.92 3 0 124.88 +5.53 3.36+1.17 0.00156108
5 170.54 1 0 81.19+3.26 2.85+x0.92 2.53721E-05
18 174.19 12T1F2 2 0 78.57+£1.83 4.06+1.32 2.45538E-05
20 166.43 3 0 72.52 1.7 6.42 +1.21 2.26645E-05
7 183.06 1 0 105.6 + 1.61 2.58 + 0.57 0.000132006
2 176.51 12T2F2 2 0 73.99+£1.29 541+0.72 9.24976E-05

3
10 164.62 1 0 111.11 +8.78 2.72+0.93 0.001388878
21 167.53 12T3F2 2 0 113.78 £+4.13 2.98+1.18 0.001422295
28 189.75 3 0 67.57+1.58 6.42+1.35 0.000844631
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RataNo. Peso Condicion n Nivel Daiio Imp: Amp (Q) Imp: Fase (°) Energia (J)
16 189.75 1 0 62.41+£1.13 -054+0.91 1.95059E-05
21 167.53 12T1F3 2 0 72.91 +1.68 05+1.28 2.27873E-05
9 180.36 3 99.6+6.16 -1.62+0.82 3.11265E-05
5 170.54 1 0 89.06 +1.18 0.22+1.10 0.000111337
28 189.75 12T2F3 2 0 65.82+£1.41 159+1.05 8.22795E-05
29 180.60 3 0 88.52+1.06 -0.71+0.42 0.000110659
10 164.62 1 0 85.59+8.05 -1.55%+2.04 0.001069987
13 167.17 12T3F3 2 0 81.65+1.28 0.64+1.01 0.001020678
1 187.70 3 0 83.62+4.67 -0.45+1.52 0.001045332
11 179.76 1 0 81.63+6.93 -11.97 +0.57 2.55109E-05
25 172.65 12T1F4 2 0 55.48 +0.97 -11.66+0.77 1.73397E-05
20 166.43 3 0 105.30+ 1.36 -12.80 +1.36 3.29077E-05
21 167.53 1 0 58.90+ 0.50 -10.48+0.36 7.36333E-05
22 165.48 12T2F4 2 0 56.45+1.69 -1452+1.18 7.05727E-05
2 176.51 3 0 59.62+0.72 -11.12+0.31 7.4534E-05
9 180.36 1 0 78.26 +18.58 -9.6+8.08 0.00097827
15 167.85 12T3F4 2 0 60.36 +1.99 -9.81+1.04 0.000754562
28 189.75 3 0 87.43+1.84 -855+1.06 0.001092995
15 167.85 1 1 35.93+1.10 -143.41 +2.66 0.000179697
20 166.43 I3T1F1 2 1 38.98 + 0.55 -146.52 + 3.68 0.000194945
6 170.32 3 2 35.71+0.70 -144.81 + 2.68 0.000178595
29 180.60 1 3 40.13+0.70 -153.81+2.8 0.000802776
16 174.43 1I3T2F1 2 0 41.68 + 0.77 -162.93 + 1.95 0.000833792
3 162.38 3 2 40.94 + 0.54 -157.41 +1.72 0.000818843
8 159.64 1 1 43.02+1.15 -150.31+2.9 0.00860418
19 167.95 I3T3F1 2 2 38.34 +1.48 -145.4+2.83 0.007668795
22 165.48 3 0 46.17+0.99 -7.02+1.41 0.009235067
10 164.62 1 0 40.47 £ 0.76 -163.83 + 2.68 0.000202389
19 167.95 I3T1F2 2 2 40.72 + 0.61 -154.39 + 3.69 0.000203645
23 153.57 3 0 11.17 £4.41 -39.03 + 78.23 5.58791E-05
13 167.17 1 2 3491 +0.41 -158.84 +1.98 0.000698387
28 189.75 13T2F2 2 2 39.380.60 -160.0+3.32 0.00078762
1 187.70 3 0 38.90+ 0.42 -155.73 + 1.68 0.000778022
25 172.65 1 2 36.31+2.04 -168.15 + 3.28 0.007262191
12 166.63 I3T3F2 2 1 41.83+1.31 -163.83 +3.18 0.00836746
5 170.54 3 2 39.79+0.71 -159..72 +2.5 0.00795986
26 176.92 1 2 46.53 £ 0.93 -171.05+ 3.8 0.000232664
8 159.64 I3T1F3 2 0 4253 +1.17 -10.03+6.88 0.000212673
22 165.48 3 2 43.41+1.048 -176.2+2.89 0.000217079
4 177.63 1 2 4259 +1.09 -169.42 + 2.84 0.000851864
17 176.60 1I3T2F3 2 0 4514 +1.22 -173.02 + 3.43 0.000902955
30 172.16 3 2 43.83+1.21 -166.71 + 3.02 0.000876766
14 174.17 1 2 40.35+0.75 -169+2.82 0.008071052
3 162.38 I3T3F3 2 2 42.14 + 0.56 -176.97 £ 1.92 0.008429787
23 153.57 3 2 40.53 + 0.62 -170.07 + 3.23 0.008107815
12 166.63 1 2 38.18 +1.24 -154.15 + 2.75 0.000190925
21 167.53 I3T1F4 2 2 3442 +0.75 -151.95+ 2.31 0.000172116
4 177.63 3 1 37.89+1.84 -154.3+3.6 0.000189471
19 167.95 1 2 36.21+0.91 -157.31+2.16 0.000724254
29 180.60 13T2F4 2 2 36.53+1.03 -152.9+2.38 0.000730761
3 162.38 3 2 35.60+0.48 -145.9+0.89 0.000712075
4 177.63 1 3 43.44 + 0.51 -168.67 +2.3 0.008689502
16 174.43 I3T3F4 2 2 40.49 + 0.87 -146.32+18 0.008099239
29 180.60 3 2 35.44 +0.78 -156.36+ 1.3 0.007088782
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RataNo. Peso Condicion n Nivel Daiio Imp: Amp (Q) Imp: Fase (°) Energia (J)

9 180.36 1 1 9.09+1.12 -4.11 £7.45 0.000284374
10 164.62 14T1F1 2 2 10.65+4.39 -170.42 + 2.53 0.000332979
16 174.43 3 2 5.66 +2.20 -168.34 +1.31 0.000176991
7 183.06 1 0 9.41 +£3.97 -170.82 £4.92 0.001176888
29 180.60 14T2F1 2 0 2.63+0.41 -129.87£9 0.000329021
12 166.63 3 1 22.47+1.10 -177.75+0.63 0.00280924
21 167.53 1 2 891+228 -171.72+0.61 0.011139734
26 176.92 14T3F1 2 0 344+47 -167.47 £1.56 0.043005583
4 177.63 3 2 7.23+£0.69 -164.96 + 2.55 0.009039866
18 174.19 1 2 9.8+0.43 -166.97 +£0.91 0.000306943
24 167.27 14T1F2 2 3 9.14+0.53 -163.04 £ 2.4 0.000285891
3 162.38 3 2 11.64+£0.79 -158.65+ 2.5 0.000363916
18 174.19 1 2 6.70 £ 0.60 -135.82 +5.79 0.000837688
23 153.57 14T2F2 2 1 6.30+1.92 -132.52 + 18.5¢ 0.000788113
4 177.63 3 2 13.65+0.97 -166.43+0.9 0.001706983
3 162.38 1 1 9.23+0.96 -172.15+3.56 0.011540449
29 180.60 14T3F2 2 2 6.80 £ 0.10 -104.97 +£2.12 0.008505761
19 167.95 3 2 7.17+0.41 -144.05+1.6 0.008963356
27 180.46 1 0 24.84 £0.27 -179.44 + 0.44 0.000776313
19 167.95 14T1F3 2 2 23.52+0.42 -176.32+0.7 0.000735261
5 170.54 3 2 20.88 +0.76 -170.16 + 0.42 0.000652679
11 179.76 1 0 12.80 £ 0.75 -174.84 £ 1.55 0.001600997
15 167.85 14T2F3 2 2 25.84 £0.28 -179.31 =+ 0.44 0.003230443
30 172.17 3 2 17.25+0.62 -166.5+0.79 0.002156739
11 179.76 1 2 25.02 £ 0.17 -179.14 £0.47 0.031278776
17 176.60 14T3F3 2

29 180.60 3 2 28.09 + .41 -161.53 + 0.86 0.020466742
14 174.17 1 2 27.45+£0.32 -161.12 + 0.68 0.000857976
26 176.92 14T1F4 2 2 18.57 £ 0.65 -138.17 +1.82 0.000580533
12 166.63 3 2 27.45+0.47 -161.14 + 0.44 0.000857936
7 183.06 1 2 29.16 £ 0.31 -167.39 + 0.95 0.003645124
16 174.43 14T2F4 2 2 28.97 £0.49 -165.65*0.79 0.003622326
27 180.46 3 2 27.53 £0.48 -158.11 + 0.74 0.003442009
9 180.36 1 2 27.86 +0.60 -161.61 +0.83 0.034826306
24 167.27 14T3F4 2 2 27.19+0.26 -158.65+ 1.01 0.033995167
30 172.81 3 2 28.52 +0.15 -157.58 + 0.62 0.035655754
24 167.27 1 2 6.37+1.05 13.05+3.74 0.003188331
4 177.63 I5T1F1 2 2 4.19+0.10 0.24 +3.68 0.002095062
17 176.60 3 2 5.28 + 0.57 6.65+3.71 0.002641697
12 166.63 1 2 3.75+0.24 -17.81+1.88 0.007506018
18 174.19 I5T2F1 2 2 3.81+0.19 -0.87 £3.37 0.00762742
17 176.60 3 2 543+0.17 -15.36+3.81 0.01087633
10 164.62 1 3 505+0.06 -17.83+1.69 0.10102913
2 176.51 I5T3F1 2 2 430+0.29 -881+202 0.086146869
29 180.60 3 2 4.51 + 0.08 1.05+3.52 0.090347113
13 167.17 1 3 5.44 + 0.54 -43.2£5.44 0.002720304
27 180.46 I5T1F2 2 2 4.62+0.88 -43.94+14.79 0.002310134
22 165.48 3 2 6.08+£0.41 -49.25+2.41 0.003043869
14 174.17 1 4 4,72+ 0.70 -32.17£8.79 0.009455433
6 170.32 I5T2F2 2 2 6.18 £ 0.97 -24 +0.75 0.012368145
25 172.65 3 3 6.48 + 0.11 -41.5+2.71 0.012974708
11 179.76 1 3 3.62+1.13 -40.14 +23.31 0.07247404
22 165.48 I5T3F2 2 2 262+0.44 -5.16+87.02 0.052583645
24 167.27 3 3 2.99+0.65 -58.52+20.96 0.059867435
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RataNo. Peso Condicion n Nivel Daiio Imp: Amp (Q) Imp: Fase (°) Energia (J)
17 176.60 1 2 4.07+£0.84 -89.43+4.02 0.002038113
20 166.43 I5T1F3 2 2 1.94+0.14 -111.8 +25.03 0.000974446
14 174.17 3 3 3.04+0.15 -95.05+2.12 0.001523548
20 166.43 1 2 3.81+0.17 -99.37£ 2.7 0.00762428
28 189.75 I5T2F3 2 2 2.07+£0.12 -60.75+6.57 0.004157684
3 162.38 3 2 2.78+0.06 -118.6+2.38 0.005562184
13 167.17 1 3 3.45+£0.21 -99.95+4.99 0.069035408
24 167.27 I5T3F3 2 2 3.07+£0.16 -111.3+3.42 0.538713131
30 172.31 3 2 2.70+0.11 -122.6+1.85 0.054006629
15 167.85 1 0 10.40 £0.34 -132.2+1.34 0.005204277
26 176.92 I5T1F4 2 2 6.86+£0.31 -147.9+1.98 0.003430228
4 177.63 3 3 6.58+0.15 -150.5+0.7 0.003294261
11 179.76 1 3 7.82+1.04 -144.0+92.8 0.015644863
17 176.60 I5T2F4 2 1 745+0.16 -170.4+1.49 0.014900401
28 189.75 3 2 8.76 £+0.01 -173.4+2.31 0.017536019
6 170.32 1 4 8.26£+0.69 -161.9+4.53 0.165354964
21 167.53 I5T3F4 2 2 7.06+£0.27 -173.5+3.91 0.141290772
28 189.75 3 2 8.72+0.04 -157.1+1.87 0.174508982

Tabla A-1. Datos experimentales. Para cada muestra se indica el nivel de dafio medido,

los valores de impedancia medidos con su respectiva desviacion estandar

correspondiente a las 15 repeticiones en cada muestra y el nivel de energia inyectado a

Donde:

Corrientes mA)

11
12
13
14
15

1
2.5
10
25
100

cada muestra

Tiempos (S)
T1 0.05
T2 0.2
T3

Frecuencias (Hz)

F1
F2
F3
F4

215
2.15K
215K
215K
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