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Resumen

La diabetes mellitus es un conjunto de patologias metabdlicas de largo plazo que se da
cuando no se pueden controlar adecuadamente los niveles de glucosa en el cuerpo por la
deficiencia de insulina. Actualmente no tiene cura, por lo cual su tratamiento es esencial
para las personas que la padecen. Las personas que necesitan administracion de insulina
exdgena para su manejo deben monitorear los niveles de glucosa en sangre varias veces
al dia. Los dispositivos que existen hoy en dia para dicha monitorizacién se clasifican
principalmente en invasivos y minimamente invasivos. Los primeros entregan un valor del
nivel de glucosa en sangre de una muestra tomada en el momento, y los segundos realizan

una medicion continua del nivel de glucosa en sangre.

Por otra parte, se estan investigando diferentes tecnologias que permitan realizar
mediciones no invasivas del nivel de glucosa en sangre. Dentro de estas se encuentra la
tecnologia de microondas que se ha usado en diferentes investigaciones para el
seguimiento de biomoléculas como la glucosa. Partiendo de esta informacién y de estudios
gue relacionan las propiedades dieléctricas como la permitividad con la concentracion de
glucosa, en el grupo de investigacién nBio se desarrollaron varios experimentos para
desarrollar un sensor de microondas que pudiera determinar variaciones en la
concentracion de glucosa por cambios en la permitividad. Los experimentos se hicieron en
un primer momento en soluciones de agua con glucosa y posteriormente en plasma
humano y en la lengua de pacientes. Los resultados que se obtuvieron mostraron que se

tenia un sensor muy sensible pero poco selectivo.

En este proyecto se propone un protocolo experimental para medidas de RF en banda
ancha en un cultivo celular, lo que serviria como un paso intermedio entre las mediciones
realizadas en agua con glucosa, y en plasma humano y voluntarios, con el fin de poder
entender mejor la respuesta dieléctrica en un medio vivo, como lo es un cultivo celular, y la
influencia de la glucosa en este. Para esto se desarrollaron dos procedimientos
experimentales que buscaban entender el efecto de la densidad celular, y de la glucosa y
su dinamica en un cultivo celular. Se encontr6 que estos dos factores tienen efecto en la
respuesta dieléctrica del cultivo. Sin embargo, para futuros experimentos se sugiere
estudiar mas en detalle la influencia del cable coaxial y los efectos a nivel microscépico que
causa la interaccion de las células con la glucosa, ademas de estandarizar alin mas los

parametros del experimento para poder hacer un analisis mas detallado de los resultados.



Palabras clave: Tecnologia de microondas, radiofrecuencia, banda ancha, cultivo celular,

glucosa.

Abstract

Diabetes mellitus is a group of long-term metabolic pathologies that occur when glucose
levels in the body cannot be adequately controlled due to insulin deficiency. There is
currently no cure, so its treatment is essential for the huge amount of the individuals that
suffer from it. The part of the population who needs exogenous insulin administration for its
management must monitor blood glucose levels several times per day. The devices that
exist today for such monitoring are mainly classified as invasive and minimally invasive. The
former provides a value of the blood glucose level from a sample taken at the time, and the

latter performs a continuous measurement of the blood glucose level.

On the other hand, different technologies are being investigated that allow non-invasive
measurements of blood glucose levels. Among these is microwave technology, which has
been used in different investigations for monitoring biomolecules such as glucose. Based
on this information and on studies that relate dielectric properties such as permittivity with
glucose concentration, the nBio research group developed several experiments to build a
microwave sensor that could determine variations in glucose concentration by changes in
permittivity. The experiments were first performed in water solutions containing glucose and
then in human plasma and on the tongue of patients. The obtained results showed that the

sensor was very sensitive but not very selective.

This project proposes an experimental protocol for broadband RF measurements in cell
culture, which would serve as an intermediate step between the measurements performed
in water with glucose, and in human plasma and volunteers, to better understand the
dielectric response in a living medium, such as cell culture, and the influence of glucose on
it. For this purpose, two experimental procedures were developed to understand the effect
of cell density and the effect of the glucose and its dynamics in cell culture. These two factors
were found to influence the dielectric response of the culture. However, for future
experiments, it is suggested to study in more detail the influence of the coaxial cable and
the effects at the microscopic level caused by the interaction of cells with glucose.
Additionally, it is also recommended to further standardize the parameters of the experiment

to be able to make a more detailed analysis of the results.
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1. Introducciéon y antecedentes

En el 2019 habia aproximadamente 463 millones de adultos con diabetes en el mundo, y
se espera que este numero incremente a 700 millones para el 2045. Ademas, la diabetes
causo 4,2 millones de muertes y tuvo un gasto sanitario de aproximadamente 760 millones
de doélares en ese mismo afio [1]. Estas cifras y el creciente porcentaje de personas sin
diagnosticar, que es aproximadamente el 50% de las personas con diabetes, evidencia la
urgente necesidad de incrementar el diagnéstico de esta enfermedad, y de ofrecer una

atencion temprana y un tratamiento apropiado y oportuno a las personas que la padecen
[2].

La principal razén por la que la diabetes se ha convertido en una de las enfermedades mas
comunes dentro de las condiciones crénicas es por los cambios en el estilo de vida y de la

nutricién [3].

La diabetes mellitus es un conjunto de patologias metabdlicas de largo plazo que se da
cuando los niveles de glucosa en la sangre estan elevados porque el cuerpo no produce
suficiente insulina o no la produce en absoluto, o porque la que produce no la puede utilizar
de manera eficaz [4]. La insulina es una hormona que se produce en el pancreas y es la
gue permite que la glucosa del torrente sanguineo ingrese a las células del cuerpo para
convertirse en energia y permitir, entre otras cosas, el metabolismo de las proteinas y
grasas. Se debe controlar el déficit de insulina porque este puede derivar en altos niveles
de glucosa en sangre, que, a largo plazo pueden ocasionar dafio en diferentes érganos
llevando a complicaciones de salud potencialmente mortales como las enfermedades
cardiovasculares, neuropatias, enfermedades renales y oculares. Por esto, es vital lograr

un tratamiento apropiado de esta y asi prevenir la aparicion de dichas afecciones [2].

Los sintomas mas comunes de esta enfermedad son: pobre circulacion de la sangre, vision
borrosa, pérdida de energia, lenta sanacién de las heridas, mayor volumen de orina, lo que
se conoce como poliuria, y una gran necesidad de beber agua, que se conoce como
polidipsia y surge por la necesidad de eliminar el exceso de glucosa [5]. Existen dos
escenarios posibles que aparecen como consecuencia de la mala regulacion de la insulina:
el primero es la hiperglucemia, la cual aparece cuando los niveles de glucosa en la sangre
son muy altos debido a que las células no pueden tomarla por la insuficiencia de insulina; y
el segundo es la hipoglucemia, que surge cuando el nivel de glucemia es muy bajo, lo que

significa que no hay suficiente glucosa para darle energia a las células y estas no pueden



trabajar adecuadamente. Este Ultimo escenario es muy peligroso ya que el cerebro y el
sistema nervioso necesitan de la glucosa para su funcionamiento, por lo que una

hipoglucemia severa puede terminar en un coma diabético [6].

Actualmente no existe cura para la diabetes, por lo que solo un tratamiento y manejo
adecuado permiten al paciente diabético tener una buena calidad de vida, ademas de

prevenir y evitar la aparicion de las enfermedades y afecciones mencionadas anteriormente

[7].

Existen varios tipos de diabetes, pero se destacan tres por su alta prevalencia: diabetes tipo
1, diabetes tipo 2 y diabetes gestacional. La diabetes tipo 1 (DT1) abarca aproximadamente
el 10% de los casos diagnosticados. Se debe a una reaccion autoinmune en la que el
sistema de defensa del cuerpo ataca a las células 3 del pancreas que son las responsables
de producir insulina, por lo que el cuerpo produce esta hormona en bajas cantidades o no
la produce directamente. La causa de esta reaccion se desconoce, pero se cree que esta
relacionada a una combinacion de condiciones genéticas y ambientales, o por un posible
enterovirus que es el desencadenante del proceso autoinmune [8]. Afecta a personas de
cualquier edad, pero generalmente se desarrolla en nifios y adultos jévenes. Las persones
con este tipo de diabetes necesitan inyecciones de insulina exdégena diariamente para
controlar el nivel de glucosa en sangre, por lo que también se suele conocer como diabetes
insulinodependiente [9]. Representa un gran desafio para las familias con nifios que la
padecen, incluso en paises desarrollados que tienen acceso diario a multiples inyecciones,
bombas de insulina, dispositivos que permiten la monitorizacion de la diabetes y que

ademas, cuentan con una estructurada educacion y atencion médica especializada [2].

Por otra parte, la diabetes tipo 2 (DT2) es la mas comun abarcando aproximadamente el
90% de los casos diagnosticados. Los altos niveles de glucosa en sangre que causan
hiperglucemia son el resultado de la incapacidad de las células del cuerpo de responder a
la insulina. Esto se conoce como resistencia a la insulina, en donde la hormona no es eficaz
y no puede permitir el ingreso de la glucosa desde el torrente sanguineo al interior de las
células porque no es reconocida por los receptores de estas, lo que conlleva a una
produccion inadecuada de insulina dado que las células B no estan cumpliendo con la
demanda [4]. Se diagnostica mas frecuentemente en adultos mayores, pero en los ultimos
afios se ha visto un aumento de su aparicién en nifios, adolescentes y adultos jovenes por
los niveles crecientes de obesidad, inactividad fisica y una dieta inapropiada. El principal

tratamiento para este tipo de diabetes, entendiendo que en sus primeras etapas no es



insulinodependiente, es una dieta saludable, un aumento de la actividad fisica y el
mantenimiento de un peso corporal adecuado. Sin embargo, a largo plazo puede ser

necesario tomar medicacion oral o incluso aplicarse inyecciones de insulina [10].

Por ultimo, la diabetes gestacional (DG) se caracteriza principalmente por la hiperglucemia,
en la cual se presentan valores mas altos de glucosa en sangre que los normales, pero un
poco mas bajos que los establecidos para el diagnéstico de diabetes [11]. Aparece durante
el embarazo y es una fuerte amenaza tanto para la salud materna como la infantil. Las
mujeres con esta diabetes sufren complicaciones en el embarazo como: presién arterial
alta, bebes de gran peso y trabajos de parto obstruidos [12]. Aproximadamente la mitad de
las mujeres que la sufren progresan hacia la diabetes tipo 2, lo cual es un proceso inevitable
[11].

Ahora bien, entendiendo los tipos de diabetes mas prevalentes es importante reconocer
gue, la prevalencia de la DT2 se puede disminuir y actualmente hay diferentes estudios que
buscan prevenir la aparicion de la DT1. Para su prevencion se han impuesto diferentes

politicas y practicas para toda la poblaciéon que contribuyen a una buena salud [4].

Lo principal entonces para tener una buena calidad de vida cuando se padece de diabetes
es un diagndstico temprano y un manejo y tratamiento oportuno [11]. Por un lado, el
diagnéstico se puede realizar mediante la prueba de hemoglobina glucosilada (HbAlc), que
en caso de no obtener resultados consistentes con esta, se pueden utilizar los siguientes
exdmenes para su diagnéstico: examen aleatorio de glucosa sanguinea, examen de
glucemia en ayunas o el examen de tolerancia oral a la glucosa [13]. Los resultados que se
obtengan con estos examenes se comparan con el rango normal de concentracion de
glucosa en sangre, los cuales en una persona sana deben estar entre 70 mg/dL y 110
mg/dL, y pueden aumentar hasta 180 mg/dL después de la ingesta de alimentos y se deben
normalizar dentro de las 2 o 3 horas siguientes. Cuando esto no sucede se indica la

presencia de diabetes [14].

Por otra parte, el tratamiento depende del tipo de diabetes diagnosticado, pero en general
tiene como objetivo controlar los niveles de azlcar en sangre, ya sea por medio de insulina

0 medicamentos orales, ademas del cumplimiento de un estilo de vida saludable [13].

Ahora bien, como se mencioné anteriormente la DT1 es insulinodependiente, por lo que su
tratamiento implica la administracién de insulina ya sea por medio de inyecciones o por

medio de una bomba de insulina. La dosis de insulina que se debe administrar depende de



los valores de glucosa que se tengan en la sangre del paciente, para lo cual es importante
hacer un control frecuente de estos. Este control también lo deben hacer los pacientes con
DT2 que requieren medicamentos orales, insulina o ambos. Los controles se deben

registrar cuatro o incluso méas veces al dia [13].

Para medir los niveles de glucosa en sangre, que es en lo que se centra el trabajo actual,
existen diferentes dispositivos que permiten hacerlo y se pueden clasificar en cuatro

generaciones.

En la primera generacion se encuentran los dispositivos médicos de los afios 70 que
empleaban tecnologia de reflexiéon y eran dispositivos de gran peso y volumen por los
materiales de los que estaban compuestos, ademas necesitaban grandes cantidades de
sangre para funcionar. Después surgieron los dispositivos de segunda generacién que
estaban hechos de materiales de menor tamafio y peso, y solo necesitaban una gota de
sangre porque la tecnologia disponible lo permitia. Al mismo tiempo eran mas asequibles
lo que promovia su uso personalizado [7]. La tercera generacion consiste en dispositivos
minimamente invasivos que pueden incluir un conjunto de pequefias agujas en la piel para
la monitorizacién continua del nivel de glucosa (MCG), estos dispositivos adn estan en
desarrollo. Por dltimo, la cuarta generacion ha surgido recientemente con el propésito es
medir el nivel de glucosa en sangre de forma no invasiva, remota, continua y en tiempo real.

La tecnologia empleada por esta generacion se esté investigando actualmente [7].

Como se puede evidenciar, esta clasificacion por generaciones se hace principalmente por
el nivel de invasion del dispositivo de deteccidn, el cual a su vez se clasifica en: dispositivos
invasivos, que son los que estan implantados en el cuerpo del paciente o lo invaden de
alguna forma para obtener una muestra de un fluido biolégico como la sangre; los
dispositivos minimamente invasivos, que son dispositivos que invaden una pequefia parte
del cuerpo sin generar dolor para recoger una muestra minima de piel, saliva, una lagrima
0 sudor; y por ultimo, estan los dispositivos no invasivos, que no invaden el cuerpo del

paciente de ninguna forma [7].

Los dispositivos de segunda generacién, que se consideran métodos invasivos, siguen
siendo actualmente la tecnologia mas fiable y que mas se emplea para la medicion
domiciliaria de los niveles de glucosa, lo que ha revolucionado en pocos afios el manejo de
la diabetes y ha permitido que sea sencillo y que los mismos pacientes lo puedan hacer por

si solos [15]. El dispositivo mas conocido de esta generacion es el glucoémetro, este mide el



nivel de glucosa a partir de una pequefia muestra de sangre tomada normalmente de la
yema de los dedos del paciente, quien pincha la punta de su dedo con una lanceta y
recolecta la gota de sangre en una tira reactiva que es posteriormente insertada en el
glucémetro. El nivel de glucosa se mide por medio de sensores electroquimicos que usan
la técnica amperométrica: se mide una pequefia corriente eléctrica causada por la reaccién
entre la glucosa de la muestra de sangre y los productos quimicos de la tira reactiva [16].
Este método es un procedimiento doloroso que puede tener que realizarse hasta 5 veces
al dia, generando incomodidad al paciente diabético. Por esto, la investigacion cientifica,
referente a la deteccion del nivel de glucosa, se ha concentrado en estudiar diferentes
tecnologias que permitan reducir la incomodidad de las personas con diabetes a la hora de
medir el nivel de glucosa en sangre y poder conseguir de esta forma, un mejor manejo y

tratamiento de la enfermedad [6].

Como resultado de la investigacion que se ha hecho en esta area ha surgido la tercera y
cuarta generacion de dispositivos medidores de glucosa. De la tercera generacién se
encuentran diferentes opciones en el mercado de dispositivos que permiten realizar una
medicién continua de glucosa, entre los cuales se encuentran el Dexcom G6® [17], el Abbot
FreeStyle Libre [18], el Senseonics™ Eversense® Long-Term [19] y el Medtronic
Guardian™ Sensor3 [20], entre otros; estos dispositivos son minimamente invasivos y estan
compuestos por sensores electroquimicos. Sin embargo, no se consideran como una
solucion definitiva para la medicién continua de glucosa debido a que presentan varias
limitaciones [21]- [22], pues son dispositivos costosos que requieren de cambios frecuentes
de los materiales desechables que los componen por lo que no son apropiados para un uso
prolongado. Ademas, algunos de ellos requieren calibraciones constantes que muchas

veces presentan un desafio para el usuario.

Por otra parte, los valores de los niveles de glucosa que proveen algunos de estos
dispositivos no son completamente confiables debido a su caracter minimamente invasivo,
gue implica que estén conectados al tejido intersticial y no directamente a la sangre, ya que
de esta forma se reduce el dolor y la incomodidad del paciente [23]. El problema de realizar
la medicion en el tejido intersticial es que hay un retraso variable en el tiempo entre la
glucosa de este y la de la sangre [24] que junto con la inflamacién que se puede presentar
en la piel alrededor de donde se encuentra el sensor, hace que las lecturas sean incorrectas

y no sean fiables [25]. Es por esto por lo que, aunque esta tecnologia es un buen avance,



se sigue considerando como una tecnologia en desarrollo que en la actualidad no logra
satisfacer por completo las expectativas de la comunidad diabética [26].

La cuarta generacion busca proponer un dispositivo que no sea invasivo y entregue
resultados fiables. Esta generacion de métodos no invasivos se puede clasificar, en primer
lugar, en dos categorias de acuerdo con lo que detectan: los métodos que buscan detectar
las propiedades moleculares de la glucosa para su cuantificacion, o los métodos que
buscan detectar el efecto de la glucosa en las propiedades de la sangre y/o tejidos [27],
(que es en estos ultimos en los que se centra el trabajo actual, lo cual se discutird mas
adelante en el texto). En segundo lugar, esta la clasificacion de estos métodos segun el
medio que analizan, bien sean tejidos como la piel, el humor acuoso del ojo, la mucosa oral,
la lengua o la membrana timpénica; o fluidos como la orina, el sudor, la saliva y las lagrimas.
Y, por ultimo, segun la tecnologia que emplean: diferentes técnicas eléctricas, Opticas,

quimicas, de ultrasonido, entre otras [7].

Dentro de las técnicas eléctricas encontramos la espectroscopia dieléctrica, que ha
demostrado ser util para la investigacion biolégica especialmente en el rango de
radiofrecuencia/microondas. Esto se debe, por un lado, a que la longitud de onda de las
ondas electromagnéticas dentro de este rango es comparable con las dimensiones de los
materiales biolégicos, por lo que se logra una penetracion completa de estas ondas en los
materiales que se estan estudiando. Y, por otro lado, a que las propiedades dieléctricas del
tejido testado que estan altamente relacionadas con los parametros biolégicos se pueden
obtener e interpretar con precision. Esto sucede porque las técnicas analiticas de las
mediciones realizadas en este rango de frecuencias se han optimizado y se han descrito

con profundidad [28].

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante reconocer que diferentes investigadores han
demostrado que es posible distinguir marcadores biol6gicos a partir de las propiedades
dieléctricas en diferentes areas [29]. Con respecto al nivel de glucemia en sangre, se han
realizado multiples estudios en los que se caracteriza la variacién de la permitividad
dieléctrica respecto a la concentracion de glucosa en diferentes soluciones. Este es un
comportamiento muy interesante que abre camino para el desarrollo de un sensor que
empleando tecnologia de microondas, pueda detectar variaciones en las propiedades
dieléctricas del medio, especificamente de la permitividad y de esta forma ser capaz de

relacionarla con la concentracién de glucosa [29] .



A partir de esto Carlos Juan et al [6], fue quien abri esta linea de investigacion dentro del
grupo nbio. El realiz6 la caracterizacion dieléctrica de la glucosa en soluciones de agua con
glucosa por medio de espectroscopia dieléctrica. El efecto de la glucosa se estudié en el
comportamiento dieléctrico del agua porque este es el principal componente de la sangre y
su caracterizacion dieléctrica en el rango de microondas ha sido ampliamente estudiada.
Ademas, la molécula de agua se considera como un sistema de dipolos permanentes
porgue es polar, por lo que es un medio idéneo para disolver una sustancia que se quiere

caracterizar.

Para la caracterizacion dieléctrica se utilizé un método de linea de transmisién/reflexién que
consistia en una sonda compuesta por un conector coaxial que estaba vacio y se iba
llenando con la solucion de agua con glucosa a diferentes concentraciones. La sonda
estaba conectada a un VNA (Vector Network Analyzer) que permitia medir hasta 4 GHz [6].

El montaje de este sistema se puede ver en la Figura 1.

Figura 1: Sistema cable coaxial

Antes de continuar con el experimento realizado por Carlos Juan et al [6], es importante
entender qué es un VNA. Un VNA es un dispositivo con dos puertos, en donde cada puerto
puede actuar simultaneamente como entrada o salida de sefales. Esencialmente lo que
hace este dispositivo es generar una sefial sinusoidal a una frecuencia dada por uno de sus
puertos para alimentar una sonda o cable coaxial que esté conectado a este, y al mismo
tiempo mide la sefal reflejada a dicho puerto y la sefial transmitida al otro. Este
procedimiento lo realiza para cada frecuencia dentro de un rango establecido previamente
en su configuracion. La sefal reflejada y transmitida se miden con los parametros de

dispersion (parametros S), S11 Yy S21 respectivamente [30].



Continuando con el experimento, lo que se hizo entonces para la caracterizacion dieléctrica
fue llenar el conector vacio con las diferentes soluciones que actuaban como dieléctrico y
registrar los parametros S de cada medicion. Los resultados de estos parametros reflejaron
pequefias variaciones con los cambios de glucosa. Se determin6 que, en el rango de
frecuencias entre 1 y 1,2 GHz, se observaba la informacion més interesante, pues era

donde se daba la maxima transmision (Sz1) y la minima reflexion (Si1).

Los parametros de dispersion fueron analizados y procesados para la obtenciéon de la
permitividad compleja dependiente de frecuencia de cada solucién por medio del método
Nicolson-Ross-Wer (NRW) [25]-[31]. Una vez obtenida la permitividad, para poder
presentarla y realizar comparaciones con otras mediciones, se ajustd a la funciéon de

dispersién Cole-Cole [6] que toma en cuenta los procesos de relajacion de Debye [32].

Las conclusiones de este trabajo fueron: el rango de frecuencias mas interesantes para
propositos dieléctricos es de 1 a 1,2 GHz; la permitividad relativa tiende a aumentar con el
aumento de la concentracion de glucosa en frecuencias bajas, y a disminuir en frecuencias
altas, lo que se corrobora con resultados obtenidos por Hayashi et al [33] en pruebas

similares realizadas en soluciones salinas con eritrocitos.

Partiendo de los resultados obtenidos, Carlos Juan et al [29] estudié posteriormente la
aplicacion de 3 sensores para la deteccion de concentracion de glucosa para soluciones
acuosas de volumen de microlitro. Estos sensores estaban formados por resonadores
microstrip de bucle abierto que contenian soportes especiales para liquidos dieléctricos.
Dichos soportes estaban pegados en el espacio entre los extremos de las lineas como se
muestra en Figura 2. Las frecuencias de resonancia de estos resonadores estaban en el
rango de 2 a 7 GHz. Para el analisis de los datos obtenidos en este estudio se utiliz6 el

factor de calidad (factor Q) y el maximo, en magnitud, del pardmetro S21 [29].

El procedimiento de las mediciones con estos sensores es similar al realizado con el cable
coaxial. Cada sensor se conectaba al VNA previamente calibrado dentro del rango de
frecuencias de interés. Posteriormente se llenaba el soporte para la muestra con la solucién
gue se queria medir y se tomaban los pardmetros S Figura 3. Del analisis de los resultados
obtenidos se concluyé que los dispositivos propuestos como sensores de la permitividad
dieléctrica tenian un buen desempefio y podian implementarse para aplicaciones

biomédicas [29].



: L T e e T T I T
&13-3.._4$9'739

n&!ltlmll\n\\mqmqnn\\u\lnn\ml

1T 12 13 34

Figura 2: Sensores R1, R2y R3

— micropipette

liquid
sample

+ holder

microstrip

50 Q lines

ground plane

Figura 3:llustracién del procedimiento experimental

En este contexto, se realizaron también mediciones del nivel de glucosa en sangre in vivo
con sensores de microondas capaces de detectar las variaciones de la permitividad
dieléctrica causadas por el cambio en la concentracion de glucosa. Como primer paso, se
utilizaron los tres sensores mencionados anteriormente y se midieron soluciones de plasma
sanguineo humano y algunos componentes adicionales como glucosa, acido ascorbico y
acido lactico. Los resultados obtenidos por estos sensores mostraron que hubo una
disminucion de su sensibilidad en comparacién con las pruebas realizadas con soluciones
de agua en glucosa, lo cual es una limitacion entendiendo que estos sensores estan
basados en variaciones de la permitividad dieléctrica. Por lo tanto, este estudio sugiere que
se debe investigar més sobre la influencia de la glucosa en el comportamiento dieléctrico
del plasma [26].



Como segundo Y ultimo paso de este estudio, se desarrollé un dispositivo portable para la
medicién no invasiva del nivel de glucosa y se realizé una prueba de concepto de este en
un escenario clinico real Figura 4. El dispositivo empleaba un sensor compuesto por un
resonador de microstrip de bucle abierto que operaba a 2,44 GHz. Las mediciones se
realizaron en la lengua por sus propiedades dieléctricas y fisiolégicas. El dispositivo tenia
una estructura que ayudaba a guiar la lengua para asegurar que siempre estuviera en la
misma posicion durante las mediciones y se ubicara justo en el espacio entre los extremos
abiertos del resonador. El dispositivo se prob6 en dos hospitales, después de haber sido
evaluado en el laboratorio. Se tomaron mediciones durante 5 meses a diferentes
voluntarios. Durante las pruebas se estudiaba la evolucion del nivel de glucosa en sangre
del individuo, quien llegaba después de 8 horas de ayuno e ingeria una bebida de glucosa
Figura 5 . Al mismo tiempo se tomaron muestras de sangre con un glucometro para poder

comparar los resultados obtenidos con el método propuesto y el método convencional [26].
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Figura 4: Estructura del dispositivo propuesto para realizar las mediciones en la lengua de los voluntarios.



Figura 5:Toma de mediciones a un voluntario.

Los resultados de las pruebas realizadas fueron positivos para algunos casos, pero no
mostraron un comportamiento general en todos los individuos voluntarios, lo cual puede
explicarse por la alta sensibilidad del dispositivo a otros parametros que no estaban
relacionados directamente con el procedimiento de la mediciéon, como la postura del
individuo, o la presién de la lengua contra el resonador, entre otros. Ademas, la variabilidad
entre los diferentes individuos sugiri6 que el dispositivo también era sensible a otros

biomarcadores y no solo a la glucosa [26].

Entendiendo lo anterior, se evidencia que el éxito de la tecnologia no invasiva para medir
el nivel de glucosa en sangre parece necesitar el uso de un sistema de multiples sensores,
gue puedan proveer una tecnologia apropiada y una selectividad mucho mayor por la

glucosa.

Ahora bien, el trabajo actual plantea dar continuidad a estos proyectos realizados en el
grupo de investigacion nbio. Con base en los resultados obtenidos en las mediciones in
vivo, se propone hacer experimentos que ayuden a entender mejor el comportamiento
dieléctrico de un medio celular, lo cual seria un paso intermedio entre las mediciones
realizadas en soluciones de agua con glucosa y las mediciones en plasma humano y en

individuos.



Se propone estudiar el efecto que la densidad celular tiene sobre las mediciones dieléctricas
y, ademas, el efecto de la glucosa y su dinamica en la respuesta dieléctrica de un cultivo
celular. Las mediciones se proponen realizar con un cable coaxial de extremo abierto,
alimentado por un VNA gue opera en un rango de frecuencias que va desde 300 kHz hasta
6,5 GHz, y el material a ser testado (MUT por sus siglas en inglés: Material Under Test) es
un cultivo celular de fibroblastos. El cable coaxial de extremo abierto se propone utilizar
dado que es una opcion de los sistemas de medicién para realizar caracterizacion
dieléctrica de banda ancha muy popular por su facil manejo y porque se puede conseguir
comercialmente [26]. Ademas, es un método ampliamente usado para caracterizar el
comportamiento dieléctrico de los liquidos [26], por lo que se adapta perfectamente al MUT

gue se va a utilizar para este trabajo.

Los experimentos realizados y los resultados obtenidos se encuentran en las siguientes

secciones.
2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

= Estudiar el efecto de la densidad celular en la respuesta dieléctrica en banda ancha
de un cultivo celular.
= Estudiar el efecto de la glucosa y su dinamica en la respuesta dieléctrica en banda

ancha de un cultivo celular.

3. Procedimiento experimental

En esta seccion se describen los materiales, métodos y procedimientos experimentales

desarrollados durante el trabajo actual.

3.1. Materiales

Los materiales usados se dividen en dos secciones: las muestras, que hacen referencia a
lo que se emple6é como el MUT para realizar las mediciones; y los instrumentos, que son

los diferentes dispositivos y equipos utilizados durante los experimentos.



3.1.1. Muestras

Se realizaron cultivos de fibroblastos de la linea celular 3T3, y del tipo celular de ratén albino
suizo de DSMZ (Braunschweig, Alemania) [34] en placas Petri P100. Estos cultivos fueron
utilizados como el MUT para estudiar la respuesta dieléctrica segun la densidad celular.

Se utilizé D(+)-glucosa anhidra de PanReac AppliChem (Castellar del Vallés, Espafia) (ref.
131341) para estudiar el efecto de la glucosa en la respuesta dieléctrica del cultivo celular
dado que es el tipo de glucosa que se encuentra en la sangre y en otros fluidos corporales
[35].

3.1.2. Instrumentos
Como fuente de alimentacién se utilizé6 un VNA de Keysigth Technologies (EE. UU.) (ref.
P9371A) [36], que ademas media los parametros de dispersién S y los llevaba al ordenador
para su posterior procesamiento. El ordenador de marca DELL (EE. UU.) que se utiliz6 para
la adquisicién de datos tenia instalado el software de Keysight y su uso era exclusivo para
el VNA.

Las mediciones de los pardmetros S se realizaron con un cable coaxial de banda ancha de
extremo abierto disefiado por el Profesor Ernesto Avila del area de Tecnologia Electrénica
de la UMH. El extremo abierto del cable estaba en contacto con el cultivo celular (MUT) y

el otro extremo se conectaba al VNA, Figura 6.

cable || VNA Parametros S>

coaxial

———MUT Ordenador

Figura 6: Esquema de la configuracion del sistema para realizar los experimentos.

Para el montaje fisico del experimento se disefidé una pieza en 3D en el software Inventor
de Autodesk para que fuese el soporte de la placa Petri Figura 7, y se incorporé a un sistema

xyz”, el cudl permitia realizar desplazamientos en los tres ejes con una precision de

micrémetros.



Figura 7: Pieza en 3D en Inventor

Se disefié e imprimié una plantilla con cuadricula y enumeraciéon del tamafio de la placa
Petri, que se ajustaba a esta para reconocer los puntos en los que se habian hecho las
fotos del cultivo con el microscopio invertido OLYMPUS® (Tokio, Japon) de tecnologia de
contraste de fase [37], y poder tomar las medidas de los parametros S en esos mismos
puntos.

El procesamiento de las imagenes tomadas del cultivo para la cuantificacion de las células
se realizé en el software Matlab R2020a (Massachusetts, EE. UU.). Para la simulacion de
los parametros S medidos se utilizd el software Advanced Design System (ADS) de
Keysight Technologies. Y, por ultimo, los datos se graficaron en el software OriginPro de

Origin Lab (Massachusetts, EE. UU.), lo que permitié el analisis mas detallado de estos.
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Figura 8: Plantilla con cuadricula enumerada.
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3.2. Métodos

En esta seccion se describen los procedimientos experimentales realizados para alcanzar

los objetivos planteados.

3.2.1. Procedimiento experimental para estudiar el efecto de la densidad celular en la
respuesta dieléctrica del cultivo celular

En primer lugar, para el desarrollo de este trabajo, se realizaron cultivos de células de
fibroblastos de la linea celular 3T3, y de tipo celular de ratén albino suizo en placas Petri
P100 con ayuda de la técnico de laboratorio Desirée Gonzélez del instituto de Bioingenieria.
Los cultivos se realizaron sembrando 45.000 células en un medio compuesto por 90% de
MEM de Dulbecco y un 5% de FBS, siguiendo el protocolo de pase de células en monocapa.
Una vez sembradas las células, se conservaron en la incubadora a una temperatura de
37°Cy aun 5% de CO, durante 4 dias, que era cuando se lograba la confluencia deseada
(aproximadamente del 80%) para poder seleccionar diferentes puntos de la placa Petri con

distinta densidad celular.

Los cultivos se realizaron con fibroblastos porque es el tipo celular mas abundante y
caracteristico del tejido conectivo, el cual es el principal constituyente del organismo.
Ademas, este tipo de células tiene una alta tasa de supervivencia, una elevada capacidad
de reproduccién y una gran versatilidad, lo que las hace faciles de manipular en el

laboratorio y muy Utiles en investigacion [38].

Al cuarto dia de haber cultivado las células se sacaban de la incubadora para comenzar

con el procedimiento experimental correspondiente al primer objetivo.

Como primer paso de este procedimiento, se tomaron fotos del cultivo celular en diferentes
zonas de la placa Petri con un microscopio invertido OLYMPUS® con tecnologia de
contraste de fase. Para poder reconocer los lugares en los que se habia tomado las fotos y
poder realizar las mediciones en los mismaos, se utilizé una plantilla cuadriculada del tamafio
de la placa Petri que estaba enumerada. Se escogieron 9 puntos diferentes de la placa y
se tomo foto de cada uno de estos. Una vez se tenian las imagenes del cultivo, se prosiguié
con el procesamiento de estas para su cuantificacion. Para esto, se desarrollé un programa
en Matlab (Anexo 1) el cual, por medio de diferentes funciones de procesamiento de
imagen, era capaz de resaltar cada una de las células y entregar el nimero total de estas

de cada imagen.



Se realizdé un montaje fisico con los dispositivos necesarios para hacer las mediciones de
los parametros S en el cultivo celular. Para la configuracién de dicho montaje, se tuvo en
cuenta la alta sensibilidad al movimiento que mostré el cable coaxial durante los primeros
experimentos, por lo que la fijacion de este era un punto clave para el éxito en las
mediciones. Teniendo esto en cuenta, el montaje fisico que se utilizé finalmente consistia
en fijar el cable coaxial a una estructura que permitiera conservar su posicion. La conexién
entre el cable coaxial y el VNA se realizaba por medio de un interconector flexible de Mini-
Circuits (ref. FLO86-24SM+) [39], el cual se fijaba para evitar movimientos que pudieran
perturbar la estabilidad del cable coaxial. EI VNA estaba dispuesto para estar conectado

tanto al cable coaxial como al ordenador para la adquisicion de los datos.

Entendiendo que el cable coaxial se habia fijado en una estructura, para poder poner en
contacto el extremo abierto con el MUT se utilizdé un sistema “xyz”, al cual se le incorporé
una pieza impresa en 3D que estaba disefiada para sostener la placa Petri. De esta forma,
cuando se queria poner en contacto al cable coaxial con el MUT, se ubicaba la placa en la
pieza impresa, y esta al estar incorporada al sistema “xyz” se movia en estos ejes segun se

configurara este sistema. EI montaje fisico se puede ver en la Figura 9.

Ahora bien, una vez configurado el montaje del experimento, se disponia a realizar las
mediciones de los parametros S del medio para estudiar el efecto de la densidad celular en

la respuesta dieléctrica.

Para hacer las mediciones de los parametros S se debia hacer la calibracién del VNA por
medio del método SOLT (Short-Open-Load-Trough), que, en este caso, dado que solo se
estaba midiendo la reflexién, es decir, el parametro Si1, se calibraba por medio de SOL (sin
el Trough porque este solo es necesario cuando se mide la transmisioén). Después de
calibrar este dispositivo, se ajustaban los parAmetros en el software para realizar las
mediciones de Si:. La frecuencia de barrido se configuraba para que fuera de 300 kHz a
6,5 GHz, cogiendo 1601 puntos en total. Cuando ya se tenia lista la configuracion del
hardware y software del VNA, se disponia la placa Petri con el cultivo sobre la pieza en 3D
a la cual ya se le habia incorporado la misma plantilla que se utilizé para tomar las fotos,
garantizando de esta forma que los puntos coincidieran. Por medio del sistema “xyz” se

hacia subir la placa Petri, de tal forma que el cable coaxial quedara sumergido en el cultivo.

Después de garantizar que el cable estaba sumergido, se comenzaban a hacer las

mediciones del parametro Si: en los 9 puntos correspondientes a las fotografias. Para



moverse de un punto a otro, se movia la placa por medio del sistema “xyz” y se mantenia

sumergido el cable coaxial.

Una vez se realizaban las 9 mediciones, se procedia a descartar el cultivo y hacer el

correspondiente procesamiento de datos.

Las medidas obtenidas por medio del VNA, se exportaban y eran simuladas en el software
ADS, en donde se podia ver la firma completa de la respuesta dieléctrica del cultivo celular
en gréaficas de Frecuencia (en GHz, eje x) vs Magnitud (en dB, eje y). Para poder analizar
por segmentos de frecuencias y con mayor detalle los datos obtenidos, estos se graficaron
en el software de OriginPro. Por Ultimo, se comparaban las curvas de cada uno de los
puntos, tanto en todo el espectro de frecuencias como por segmentos, con el nimero de
células entregado por Matlab y se analizaba si la organizacion de las curvas estaba

relacionada con la densidad celular.

Figura 9: Montaje fisico: a. Cable coaxial fijado en estructura. b. VNA conectado a cable coaxial y ordenador.
c. Pieza en 3D para el soporte de placa Petri con la plantilla enumerada. d. Sistema "xyz".

3.2.2. Procedimiento experimental para estudiar el efecto de la glucosa en la respuesta
dieléctrica del cultivo celular

Para estudiar el efecto de la glucosa y su dindmica en el cultivo celular se realizaron todos
los procedimientos descritos en el apartado 3.2.1, y después se agregd un 10% (del peso
del cultivo) de D(+)-glucosa anhidra de PanReac AppliChem. La D(+) glucosa se afadia al
cultivo celular por pequefas cantidades mientras que la placa se iba agitando suavemente
para que esta se disolviera, esto se hacia hasta alcanzar el 10% en peso, que en general
para todos los experimentos, este 10% equivalian a 0,9 gramos debido a que el peso en

promedio del cultivo era de 9 gramos.



Una vez se lograba la homogenizacion del medio del cultivo con la glucosa, se disponia a
realizar las mediciones del pardmetro Si: de la misma forma que en 3.2.1. Para estudiar la
dinamica del efecto de la glucosa, las mediciones se hicieron en los mismos 9 puntos
seleccionados para el experimento anterior a los 5, 10, 15 y 30 minutos después de haber
afiadido la glucosa.

Los datos obtenidos de estas mediciones, también se simularon en un primer lugar en el
software ADS obteniendo graficas de Frecuencia (GHz) Vs Magnitud (DB), y para su
posterior andlisis también se graficaron en el software OriginPro.

4. Resultados

En esta seccién se comentan los resultados obtenidos de los experimentos realizados.

4.1. Resultados del estudio del efecto de la densidad celular en la respuesta

dieléctrica de un cultivo celular.

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos en el procedimiento experimental
descrito en el apartado 3.2.1. Los resultados que se presentan corresponden a dos de los
ocho experimentos que se realizaron en los que se pueden observar de forma mas clara
las conclusiones que se presentan en este trabajo. Los datos de los demas experimentos
se pueden ver en el Anexo 2. Para efectos practicos, a estos dos experimentos se les

referira como experimento uno y experimento dos en el texto.

En primer lugar, se obtuvieron las fotos del cultivo celular tomadas con el microscopio
invertido al mismo tiempo gque se ubicaba la posicion a la que correspondia dicha foto con
ayuda de la plantilla enumerada. Posteriormente, se obtuvieron las imagenes procesadas

en Matlab en las que se resaltaban todas las células para entregar su total (Figura 10).

Figura 10: a. Ubicacion en la plantilla con ayuda del microscopio invertido. b. Foto del cultivo celular. c.
Imagen procesada por Matlab



Después de esto, se ubicaron los 9 puntos en donde se habian tomado las fotografias en
el formato digital de la plantilla enumerada para saber en dénde se debian realizar las
mediciones en la placa Petri con el cable coaxial (Figura 11). La ubicacion exacta de estos

puntos variaba para cada experimento.

Las simulaciones en ADS del pardmetro Si; obtenido de cada punto se pueden ver en la
Figura 12 para el experimento uno y en la Figura 13 para el experimento dos. Es importante
mencionar que cuando se hacian las mediciones en el cultivo celular, siempre se guardaba
primero la informacién del cable coaxial en el aire, es decir, antes de sumergirlo en el cultivo.
Esta lectura en el aire se guardaba en el sistema y se dejaba la memoria de la traza durante
todas las lecturas, para poder comprobar que la curva volvia a la misma posicion una vez
se terminaban de hacer las mediciones en los 9 puntos y el cable dejaba de estar sumergido
en el cultivo, garantizando de esta forma que el sistema no se habia movido y la calibracién

estaba bien hecha.
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Figura 11: Plantilla Enumerada con 9 puntos en donde se hicieron las fotos.
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Figura 13: Simulacion pardmetro S11 en ADS para el experimento 2.

Luego se obtuvieron las graficas realizadas en OriginPro. En este software primero se
graficaron las 9 curvas (las curvas corresponden a cada uno de los puntos en donde se

hicieron las mediciones) en el rango de 0,8 a 4,2 GHz, que fue el rango de interés




seleccionado porque en los valores por encima de este las lecturas presentaban mucho
ruido, y por debajo, al ser tan bajas las frecuencias, el efecto generado por la interaccion
entre el cable coaxial y el MUT es despreciable. A continuacion, se seleccionaron
segmentos de rangos de frecuencia para graficar las curvas que se pudieran organizar
visualmente con la simulacion entregada por el software ADS. Las curvas se graficaban en
el segmento seleccionado con su respectiva cantidad de células, que correspondia a la
informacién entregada por Matlab segun el punto al que pertenecia la curva. Los segmentos
de frecuencias seleccionados fueron: (0,8 — 1,2) GHz, (1,8 — 2,2) GHz, (2,8 - 3,2) GHz, (3,5
—3,7) GHz, y (3,8 — 4,2) GHz. Estos segmentos fueron seleccionados porque se consideré

gue era donde se podian apreciar mas cambios en las lecturas realizadas.

Enla Figura 14y la Figura 15 se pueden ver las 9 curvas, correspondientes a las mediciones
en los 9 puntos diferentes de la placa Petri, en el rango de 0,8 a 4,2 del experimento uno y

del experimento dos respectivamente.
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Figura 14: Gréfica de las mediciones en los 9 puntos en Origin Pro. Experimento 1.
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Figura 15: Gréfica de las mediciones en los 9 puntos en Origin Pro. Experimento 2

Ahora bien, en las siguientes figuras se pueden ver las curvas que se podian organizar
visualmente con la simulacién en ADS con su respectiva cantidad de células en cada uno

de los segmentos seleccionados de los experimentos uno y dos.

En la Figura 16 se puede observar las curvas del experimento uno y dos en el rango de 0,8
a 1,2 GHz. Dentro de este rango en el experimento uno las curvas se tienden a organizar
por la cantidad de células y se observa que una de las curvas esta un poco mas alejada de
las demds, mientras que en el experimento dos no hay una clara tendencia de que esto

ocurra y se observa gue son dos curvas las que estan un poco alejadas de las demas.
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Figura 16: Segmento de 0.8 a 1.2 GHz de los experimentos 1y 2 respectivamente.



La Figura 17 presenta las curvas del experimento uno y dos en el rango de 1,8 a 2,2 GHz,
en donde en el primero, se puede ver la organizacion de estas por la cantidad de células, y
en el segundo, aunque no es clara la tendencia, si se organizan un poco mas las curvas
por su cantidad de células que en el rango de frecuencias anterior. En este rango las curvas
estan mas unidas en ambos experimentos.
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Figura 17: Segmento de 1.8 a 2.2 GHz de los experimentos 1y 2 respectivamente.
Las curvas en el rango de 2,8 a 3,2 GHz se pueden ver en la Figura 18. En este segmento
se puede observar que hay dos agrupaciones de las curvas en ambos experimentos. En el
experimento uno estos dos grupos de curvas estan mas unidos que en el experimento dos.
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Figura 18: Segmento de 2.8 a 3.2 GHz de los experimentos 1y 2 respectivamente.

En la Figura 19 se puede observar que en los dos experimentos las curvas no estan tan

superpuestas como en los rangos anteriores, incluso en el experimento dos, dos de las



curvas estan mas separadas de las demas. Ademas, se puede ver por la forma de la curva

gue claramente, en ambos experimentos, este rango correspondia a un pico de las curvas.
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Figura 19: Segmento de 3.3 a 3.7 GHz de los experimentos 1y 2 respectivamente.
Por ultimo, en la Figura 20 sucede el mismo fenémeno que en el anterior rango, las curvas
en ambos experimentos no estan tan superpuestas como en los otros rangos, y en el
experimento dos, dos de las curvas se separan un poco mas del resto. Este segmento
corresponde a un valle de la firma completa de las curvas en ambos experimentos
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Figura 20: Segmento de 3.8 a 4.2 GHz de los experimentos 1y 2 respectivamente.



4.2. Resultados del estudio del efecto de la glucosa y su dindmica en la
respuesta dieléctrica de un cultivo celular

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en el procedimiento experimental
descrito en el apartado 3.2.2. Los resultados que se presentan corresponden a las
simulaciones realizadas en ADS, puesto que es donde mejor se pueden ver los efectos de
la glucosa que se quieren comentar en este trabajo. Los resultados graficados en OriginPro,
y los demas experimentos realizados para este objetivo, se pueden encontrar en el Anexo
2. Se comentan también dos experimentos de los realizados, a los cuales se les referira

como experimentos tres y experimento cuatro en este texto.

La Figura 21 es la simulacion del parametro Si11 obtenido de las medidas realizadas en el
cultivo sin glucosa de los experimentos 3 y 4 respectivamente. En estas simulaciones tanto
la curva del aire como las 9 curvas obtenidas con el cable coaxial sumergido de los dos
experimentos se encuentran dentro del mismo rango de magnitud en dB. Ademas, las

curvas en ambas simulaciones estan superpuestas.
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Figura 21: Simulaciéon en ADS. Experimento tres y cuatro sin glucosa respectivamente.

En la Figura 22 se presenta la simulacién del parAmetro Si1 de los 9 puntos en los dos
experimentos, 3 y 4 respectivamente, a los 5 minutos de haber afiadido un 10% en peso
(respecto al peso del cultivo celular) de glucosa. Los dos experimentos presentan los valles
y los picos en las mismas frecuencias. En el experimento cuatro ya se puede empezar a

ver un poco el distanciamiento entre las curvas.
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Figura 22: Simulacién en ADS. Experimento tres y cuatro con glucosa a los 5 minutos respectivamente

La Figura 23 presenta la simulacién de los experimentos tres y cuatro a los 10 minutos
después de haber agregado la glucosa. En estas simulaciones se puede ver que, en ambos

experimentos las curvas mantienen la forma que presentaron en la Figura 22, pero un poco
mas distanciadas entre si.
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Figura 23: Simulacion en ADS. Experimento tres y cuatro con glucosa a los 10 minutos respectivamente

Las simulaciones a los 15 minutos después de haber agregado la glucosa, que se pueden

ver en la Figura 24, muestran un comportamiento muy similar a las obtenidas a los 10
minutos.
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Figura 24: Simulaciéon en ADS. Experimento tres y cuatro con glucosa a los 15 minutos respectivamente

Por ultimo, se presenta en la Figura 25 las simulaciones de los experimentos 3y 4 a los 30

minutos de haber agregado la glucosa. En estas gréaficas se puede ver una clara separacién

entre las curvas de ambos experimentos, lo que se puede atribuir a la glucosa. Es

importante resaltar que a pesar de que hay una mayor separacion entre las curvas, estas

siguen la misma distribucién que presentaban en las simulaciones realizadas en los cultivos

sin glucosa.
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Figura 25: Simulacion en ADS. Experimento tres y cuatro con glucosa a los 30 minutos respectivamente

5. Discusion de resultados

En esta seccién se analizan y discuten los resultados obtenidos en este trabajo para cada

uno de los objetivos.
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5.1. Efectodeladensidad celular en la respuesta dieléctrica del cultivo celular de

fibroblastos

De los resultados obtenidos en los experimentos realizados para estudiar el efecto de la
densidad celular en la respuesta dieléctrica de un cultivo celular, es importante tener en

cuenta varios aspectos para su analisis.

En este estudio no se ha realizado una simulaciéon que indique el area de influencia del
cable coaxial, por lo que se desconoce si el area en las que se tomaron las fotos del cultivo
efectivamente corresponde al area de influencia del cable. Por esta razon, es importante en
un trabajo futuro, realizar dicha simulacion para conocer con precision el area que debe
abarcar las fotos del cultivo para poder relacionar con mayor precision los resultados de la

lectura con la cantidad de células.

Por otra parte, se considera que se puede ver cierta dependencia de las curvas con la
densidad celular, pues mas alla de que se organicen o no por la cantidad de células, se
puede ver que las trazas de las curvas mantienen entre ellas una coherencia morfolégica.
Pero es necesario resaltar que con los experimentos realizados se evidencia que hay una
mayor sensibilidad en las lecturas del parametro Si;1 por la profundidad del cable y por lo

tanto por su area de influencia, que por la cantidad de células.

También es importante mencionar que a partir de los resultados obtenidos y teniendo en
cuenta que es un estudio realizado en banda ancha, el andlisis de los datos se debe hacer
en todo el rango de frecuencias seleccionado, en este caso de 0,8 a 4,2 GHz. Esto es
porque la informacion que se obtiene del parametro Si1 es dependiente de frecuencia, lo
cual permite llegar a la impedancia de toda la firma de las curvas en funcién de la frecuencia
y posteriormente a la funcion de la permitividad, que es una de las propiedades de interés

en las investigaciones que estudian la respuesta dieléctrica de un medio.

En este trabajo no se calcula la permitividad dado que no esta dentro de los objetivos
establecidos porque la complejidad de las ecuaciones necesarias para llegar a esta se sale
del alcance del proyecto al usar como MUT un cultivo celular. Ademas, porgue el propésito
del trabajo actual es disefiar un protocolo experimental que permita profundizar en el

estudio de la tecnologia de microondas en un medio vivo.



5.2. Efecto de la glucosa y su dinamica en la respuesta dieléctrica del cultivo

celular de fibroblastos

Con respecto a los resultados obtenidos en los experimentos realizados para estudiar la
influencia de la glucosa y su dindmica en el tiempo en la respuesta dieléctrica de un cultivo

celular, se pueden realizar varios analisis.

En primer lugar, es importante destacar que el comportamiento de las curvas antes y
después de haber afiadido la glucosa evidencia su efecto en la respuesta dieléctrica del
cultivo. Las curvas obtenidas cuando no se habia afiadido la glucosa estaban muy
superpuestas, lo que es coherente con el comportamiento general observado en el

procedimiento 3.2.1 en el cual no se afiadia glucosa.

Ahora bien, una vez se afiadia la glucosa, se puede ver que las curvas con el tiempo van
cambiando su comportamiento y empiezan a separarse entre si. Este cambio en el tiempo
puede atribuirse a que una vez la glucosa esta en el cultivo, las células realizan diferentes
procesos biolégicos para permitir la entrada de esta en su interior. Estos procesos son
complejos y se necesitaria hacer un estudio a nivel microscOpico para su mejor
comprension. Sin embargo, se considera que los resultados obtenidos a los 30 minutos de
haber afiadido la glucosa pueden deberse a que estos procesos bioldgicos entre las células
y la glucosa han cambiado las propiedades dieléctricas del medio, causando la separacion
entre las curvas que se puede ver en la simulacion del parametro Si:1 de la Figura 25. Esto
es porque el Unico parametro que ha cambiado entre las mediciones realizadas es el

tiempo.

6. Conclusiones

En este trabajo se hicieron medidas de radiofrecuencia (RF) en banda ancha en un cultivo
celular con un cable coaxial de extremo abierto alimentado por un VNA para estudiar tanto
el efecto de la densidad celular como el de la glucosa y su dinamica en la respuesta
dieléctrica de dicho cultivo. Se desarrollaron dos procedimientos experimentales para
estudiar ambos efectos. De cada uno de los experimentos realizados se obtuvo el
pardmetro Sii1 de las mediciones que se hicieron en 9 puntos diferentes de la placa Petri.
Los resultados se simularon en un primer lugar en el software ADS y posteriormente en
OriginPro, en donde se graficaron las curvas obtenidas por segmentos para un analisis mas

detallado.



Del analisis de los datos obtenidos se considera que la densidad celular tiene un efecto en
la respuesta dieléctrica del cultivo celular, pero se recomienda hacer un estudio que ayude
a determinar el area de influencia del cable coaxial para poder determinar con mayor
claridad este efecto y poder relacionar mejor la densidad celular con los datos obtenidos.
Ademas, se encontr6 que las medidas realizadas presentan una gran sensibilidad a la
profundidad a la cual estd sumergido el cable coaxial dentro del cultivo, incluso se piensa
gue las mediciones presentan una mayor sensibilidad a dicha profundidad que a la densidad

celular.

Por otra parte, también se encontr6é un efecto de la glucosa y su dinamica en la respuesta
dieléctrica del cultivo celular. Esto se evidencia en las simulaciones del pardmetro Si; en
donde las curvas presentan un mayor distanciamiento entre si después de un tiempo de
haber afiadido glucosa al cultivo celular. Se atribuye dicho cambio a la dinamica de la
glucosa ya que, entre una medicion y otra, el Unico parametro que cambiaba era el tiempo
en el que estas se tomaban. Sin embargo, se recomienda hacer un estudio que ayude a
comprender mejor la interaccién entre las células del cultivo y la glucosa que esta en el

medio para entender el efecto que causa en las propiedades dieléctricas.

En este trabajo se ha realizado un protocolo experimental para establecer las bases de un
estudio de RF en banda ancha en un cultivo celular. Para trabajos futuros se propone seguir
las recomendaciones anteriormente mencionadas, y ademas llevar el parametro Si11 a
términos de permitividad o a una funcién como el factor de calidad que permita una mejor

interpretacion de este.
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Anexo 1

Cddigo Matlab para hacer el conteo de células en cada foto realizada del cultivo celular.

clear all; close all; clc;

$Cargamos la imagen que se quiere procesar.

A=imread ('nombre imagen.jpg');

%$Mostramos la imagen.

figure (1) ;imshow (A);



$Podemos la imagen en rgb en sus diferentes contrastes para saber
en cual se ve mejor y nos quedamos con el 1.

figure (2);imshow (A(:,:,1));

% figure(2);imshow (A(:,:,2));
% figure(4);imshow (A(:,:,3));

%$Le cambiamos el tamafio para poder definir el tamafio de los
pixeles para saber cédmo quitar el ruido.

A = imresize(A,0.3);

$Definimos un th (umbral) a partir de la matriz de la imagen en 1
y lo pasamos a binario y lo invertimos para que lo blanco sea el
nucleo y no el contorno.

Al = A(:,:,1);

thl=145;

Al (Al>thl)=255;

Al (Al<thl)=0;

bw = im2bw (A1, 0.5);
bw = ~bw;

figure (3) ;imshow (bw) ;

%$Hacemos el preprocesamiento de la imagen para quitar el ruido y
rellenar los huecos que tenemos, lo hacemos con close y opening.
También erosionamos y dilatamos para procesar mas la imagen.

seg = bw;

kernell = [ 0 1 O;

11 1;..

01 07; $ Elemento estructurante en cruz
kernel2 = [ 1 1 1;

111;.

11 17; % Elemento estructurante cuadrado
seg = imopen (seg, kernel2); % Closing - Elimina huecos
seg = imclose(seg, kernel?2); % Closing - Elimina huecos
seg = imerode (seg, kernell); % Erosiona
seg = imdilate (seg, kernell); % Dilata

kernell = [ 0 1 0;...



01 0]; % Elemento estructurante en cruz
kernel2 = [ 1 1 1;

111;.

11 171; % Elemento estructurante cuadrado

seg = imclose(seg, kernel?2); % Closing - Elimina huecos
seg = imclose(seg, kernel2); % Closing - Elimina huecos
seg = imopen (seg, kernell); %0Opening-Elimina pixeles sueltos
kernell = [ 0 O O;

11 1;

0 0 01; % Elemento estructurante en cruz
kernel2 = [ 1 1;

111;.

11 1]; % Elemento estructurante cuadrado

o°

seg = imclose(seg, kernel2); Closing - Elimina huecos
seg = imclose(seg, kernel2) Closing - Elimina huecos
seg = imopen (seg, kernell); % Opening-Elimina pixeles sueltos

’

o°

figure (4);
imshow (seqg)

%Ahora ya teniendo la imagen con las células resaltadas, vamos a
contar

figure (5);
[B,L] = bwboundaries (seg, 'noholes');
map=zeros (length (B), 3) ;cmap=colormap (map) ;
imshow (label2rgb (L,cmap, [.5 .5 .5]))
hold on
for k = 1l:1length (B)
boundary = B{k};
plot (boundary(:,2), boundary(:,1), 'r', 'LineWidth', 1)
end

length (B)

Anexo 2
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Desarrollo de experimentos

* Se han realizado mediciones con una sonda de banda ancha conectada a un
VNA haciendo un barrido de frecuencias entre 300 KHz y 6.5 GHz, sobre
cultivos celulares de fibroblastos. Las medidas se han realizado entre el cuarto y
quinto dia de haber hecho el cultivo.

 En las siguientes diapositivas se muestran las graficas obtenidas de las
mediciones realizadas los dias 18, 23, 26 de febrero y 2, 8, 9 y 13 de marzo.
Ademas se explica un poco el procedimiento experimental y se muestran las
respectivas fotos de los lugares del cultivo celular en el que se hicieron las
mediciones, con su respectivo conteo celular.
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Medidas tomadas el 18 de febrero

= Se realizaron 9 medidas en el cultivo celular con una sonda de banda ancha conectada al VNA,
haciendo un barrido de frecuencias desde 300 kHz hasta 6.5 GHz y tomando 1601 puntos en total.

= |Las medidas se tomaron al cuarto dia de haber realizado el cultivo.

= Se tomaron fotos en lugares especificos del cultivo celular que después fueron procesadas en matlab
para cuantificar la cantidad de células en cada foto.

= Se utilizé una plantilla enumerada para ubicar la sonda y tomar los datos en los mismos lugares en los
que se tomaron las fotos del cultivo, para poder relacionar las lecturas con la cantidad de células.

= Se graficaron las sefales obtenidas con la respectiva cantidad de células en cada curva en el rango de
frecuencias de 0.8 GHz hasta 4.2 GHz. Ademas, se realizaron graficas en segmentos especificos
dentro de este rango de frecuencias en OriginPro.

= Cada punto en donde se tomaron las fotos y se hicieron las mediciones se nombré (en este
documento) como Células 1, haciendo referencia al Punto 1, y asi sucesivamente hasta Células 9,
haciendo referencia al Punto 9.

Plantilla enumerada que se utilizé6 para senalar los puntos en
donde se tomaron las fotos y se hicieron las mediciones
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Medidas tomadas el 23 de febrero

= Se realizé el mismo procedimiento descrito para las medidas
tomadas el 18 de febrero.
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Medidas tomadas el 26 de febrero

= Se realizé el mismo procedimiento descrito para las medidas
tomadas el 18 de febrero.
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Medidas tomadas el 2 de marzo

= Se realizé el mismo procedimiento descrito para las medidas
tomadas el 18 de febrero.
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2 de marzo con glucosa

= Se agrego glucosa al cultivo celular en un porcentaje de 10%
respecto al peso del cultivo: 0.9 g de glucosa.

= Se realizaron las lecturas en los mismos 9 puntos en los que se
habia tomado las medidas ese mismo dia sin haber agregado la
glucosa.
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= Sin glucosa = Con glucosa 5 min
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Medidas tomadas el 8 de marzo

= En un primer lugar se realizé el mismo procedimiento descrito
para el experimento 18 de febrero y posteriormente se agrego
un 10% del peso de cultivo en glucosa.

= Se hicieron las mediciones en los 9 puntos a los 5, 10, 15y 30
minutos de haber agregado la glucosa al cultivo.
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Medidas tomadas el 9 de marzo

= Se realizé el mismo procedimiento descrito en el dia 8 de
marzo.
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Medidas tomadas el 13 de marzo

= Se realizé el mismo procedimiento descrito para el 8 de marzo,

y ademas se hicieron mediciones en el medio que se utilizd

para el cultivo (sin células) para observar la respuesta que

presentaba.
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