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La técnica de Espectroscopia de impedancia eléctrica celular permite el monitoreo en tiempo real
del comportamiento celular. Esta técnica puede detectar la evolucién de la formacién del monocapa
celular desde su siembra hasta la confluencia. En este ultimo estado, es posible estimar los valores
biofisicos de las células aplicando el modelo de Giaever y Keese al comportamiento de impedancia
del cultivo celular. Este modelo se aplicé en mediciones de cultivos sometidos a ensayos de herida y
cicatrizacion eléctrica. Se compararon los valores biofisicos obtenidos previo y posterior al ensayo,
junto a una serie de microfotografias correspondientes a cada instancia particular. Se encontré que las
estimaciones del modelo por los parametros biofisicos estiman la completa cicatrizacién del cultivo
celular. Esto coincide con lo observado en las microfotografias, aunque en estas mismas se observa
un reordenamiento con respecto a la monocapa normal.

I. INTRODUCCION

La espectroscopia de impedancia eléctrica celular
(Electric Cell-substrate Impedance Sensing, ECIS) es un
método que posibilita medir la impedancia eléctrica de
células adherentes cultivadas in vitro, es decir, en un sus-
trato biocompatible. Esta técnica permite obtener infor-
macioén detallada sobre parametros biofisicos relevantes
como las propiedades capacitivas de las membranas ce-
lulares, su morfologia, movilidad, adhesién al sustrato y
entre células [1-3].

ECIS permite el monitoreo en tiempo real del compor-
tamiento celular y es 1til en estudios de senalizacién celu-
lar y diagnéstico temprano de enfermedades [4]. Adem4s,
esta técnica puede detectar la evolucion de la formacion
de monocapas celulares hasta su confluencia mediante
mediciones de impedancia eléctrica, correlacionando las
magnitudes medidas con los valores fisicos de las célu-
las. Las mediciones experimentales muestran la evolucion
temporal de las propiedades eléctricas en la formacién de
monocapas confluentes, influenciadas por el crecimiento
celular, las propiedades fisicoquimicas del medio circun-
dante y las caracteristicas de los electrodos [5].

A. Mediciones de impedancia

El primer paso para abordar la descripcién del siste-
ma es familiarizarse con mediciones tipicas de resistencia
y capacidad en células normales. Para ello se tuvo acce-
so a mediciones de impedancia eléctrica correspondientes
a la linea Madin Darby Canine Kidney tipo II (células
epiteliales normales de rifién canino, abreviado MDCK).
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Todos los datos experimentales incluidos en este traba-
jo fueron provistos por el grupo de trabajo de Mariela
Bellotti, Fabian Bonetto y Esteban Acerbo, los cuales se
adquirieron en el laboratorio de Cavitaciéon y Biotecno-
logia del Centro Atémico Bariloche.

El instrumental bésico para la aplicacién de la técnica
ECIS consta de un generador de ondas, un amplificador
lock-in, una computadora y un sustrato biocompatible
con microelectrodos integrados. Las mediciones se hicie-
ron empleando un arreglo de microelectrodos comercial
como el que se muestra en la figura 1. Est4 compuesto por
12 filas de 8 wells. Dentro de cada well se encuentran dos
microelectrodos de 350 um de didmetro, a través de los
cuales circula corriente. El sistema de medicién permite
el monitoreo de la actividad hasta de 20 wells.

Figura 1. Arreglo comercial de electrodos utilizado en las me-
diciones de ECIS. Imagen extraida del sitio web del fabricante

[6].

Se utilizaron frecuencias en el rango de 250 Hz a
64 kHz. Se eligié que la corriente inyectada a las células
fuese menor a 1p1A,,,s para que no se generaran cambios
detectables en su estructura y se pudiese considerar una
técnica no invasiva [7].

El grafico de la Figura 2 muestra los registros de resis-
tencia Ry capacitancia C' en una celda de cultivo (well)
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Figura 2. Datos experimentales de resistencia y capacidad equivalente en un cultivo de células MDCK, medidas a 0,1V,ms v
frecuencias distintas. Se resaltan las 4 etapas que identifican la evolucién del sistema. Los datos fueron provistos por M. Bellotti,

F. Bonetto y E. Acerbo.

en funcién del tiempo. Aunque el experimento se realizé
en 2 wells simultaneamente, solo se presenta un conjunto
de datos por ser este representativo. Las etapas en las
que se divide la evolucién son:

a. Desnudo. Es la primera etapa de medicién y co-
rresponde al microelectrodo en contacto con el medio de
cultivo, el cual es una solucién electrolitica que da paso
a una conducciéon de corriente con portadores del tipo
iénico [5].

b. Siembra. En condiciones de esterilidad, se anade
la suspensién que contiene las células en los wells y se
retorna a la incubadora.

c. Formacion de la monocapa. Es el régimen tran-
sitorio en el que predomina la formacién de uniones in-
tercelulares que se limitan a un plano bidimensional, co-
nocido como monocapa, adhiriéndose al fondo del well y
cubriéndolo por completo. Es importante resaltar que es-
ta forma especifica de establecer enlaces es caracteristica
de células epiteliales como las MDCK y no de todas las



células en general. Durante este periodo aumenta la im-
pedancia medida, lo que concuerda con la suposiciéon de
que las células se pueden representar mediante elementos
resisto-capacitivos que bloquean el paso de corriente al
propagarse sobre el microelectrodo.

d. Confluencia. Las células normales formadoras de
monocapas poseen la propiedad de detener su reproduc-
cién y movimiento una vez que se ha ocupado todo el
espacio disponible. Este estado de méaxima extensién y
unioén celular se denomina confluencia, el cual puede ser
identificado eléctricamente como el régimen en el que
la impedancia se maximiza y llega a un régimen cuasi-
estacionario [4]. Las fluctuaciones a pequena escala en
esta fase son tipicas de un sistema biolégico, en el que
sus componentes estan en constantes procesos de inter-
accion y actividad metabdlica.

En el grafico anterior se observa una separacién entre
las curvas de R y C' medidas a distintas frecuencias. Igno-
rando el ruido que padecen las mediciones a f = 250 Hz,
notamos que la resistencia en confluencia es significati-
vamente mayor que la del electrodo desnudo a bajas fre-
cuencias, mientras que a altas frecuencias, las resistencias
en ambas etapas son similares.

Basdndose en estas observaciones, los dres. Ivar Giae-
ver y Charles Keese idearon un modelo [2] que representa
al cultivo celular confluente en términos de elementos cir-
cuitales: las uniones intercelulares son equivalentes a re-
sistencias y las membranas celulares son dos capacitores
en serie.

En la Figura 3 se muestra el esquema una monoca-
pa inmersa en un medio de cultivo sobre un electrodo.
A esta configuracion se le denomina ensamble electrodo-
sustrato-células. La corriente que surge de este ltimo se
distribuye entre la resistencia de unién intercelular y de
la capacidad de la membrana para continuar por el medio
de cultivo y llegar al contraelectrodo (no representado).

Medio de

cultivo Membrana celular:

1 1 Corriente 1

Unidn intercelular:
resistiva (Rb)

Figura 3. Esquema del ensamble electrodo-sustrato-células
empleado en la técnica ECIS. Se considera que la corriente
puede circular a través las uniones intercelulares, equivalen-
tes a resistencias en paralelo, o a través de las membranas
celulares, equivalentes a capacitores en serie.

A bajas frecuencias, el camino resistivo representa una
menor impedancia y predomina la circulacién de corrien-
te a través de las uniones interceulares. Por el contrario,

a altas frecuencias, el camino predominante es a través
de la membrana celular (agrupada como un solo elemen-
to circuital). El balance eléctrico propuesto por Giaever
v Keese de este sistema se describe a continuacion.

B. Modelo de G&K

El modelo parte de considerar un electrodo infinito
cubierto por una capa compacta de células cilindricas,
también infinita. Esta capa estd inmersa en un medio de
cultivo liquido con resistividad p, dejando un espacio de
altura h entre el electrodo y la capa celular. Su represen-
tacion se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Vista lateral esquematica del conjunto electrodo-
medio-célula, planteando simetria cilindrica. Se afiaden las
variables de voltaje, corriente, impedancia y resistividad que
se incluyen en el modelo G&K. Extraido y adaptado de [5].

Los parametros que se miden directamente son la resis-
tividad del medio de cultivo p, la impedancia especifica
del electrodo Z,, y el radio celular promedio r. [5]. El
modelo plantea que el potencial entre la membrana basal
y el electrodo no depende de la posicién vertical z ni del
angulo ¢, por lo que el balance de flujo de corriente es
unidimensional en direccién al radio r medido desde el
centro de una célula arbitraria.

El balance de flujo de corriente se realiza sobre un vo-
lumen de control diferencial de ancho dr, resaltado en
rosa en la Figura 4. De izquierda a derecha, vemos que el
flujo radial de corriente I a través de la seccion cilindrica
27rh produce la caida de potencial por unidad de area
dada por:

—dV = I. (1)

En la direccién vertical tenemos dos caidas de poten-
cial. La primera de ellas se produce entre el medio de
cultivo y el electrodo, produciendo una caida de poten-
cial por unidad radial de area expresada como



T 2rrdr

V.-V dl,. (2)
En la parte superior se tiene un flujo entre las mem-
branas celulares y el medio de cultivo:

Zm
-V = dl,,.
V- 27rdr (3)

La impedancia especifica de la célula Z,, se le atribu-
ye exclusivamente al comportamiento capacitivo de las
membranas basal y apical conectadas en serie. Por ello,
se puede escribir como

7
27 f(Cp/2)’

donde C, es la capacidad especifica efectiva de las mem-
branas celulares.

La ecuacion de conservacion de la carga dicta que las
corrientes que entran y salen del volumen de control de-
ben ser iguales, esto es,

T = (4)

dI = dI,, — dI,,,. (5)

Comenzando por la ecuacién 1 y derivandola:

d |dV P

@ |er Il =

dr [dr + 2mrh } 0, (6)
eV 1dV p_d (7)
dr?2  rdr  2mrhdr’

Reemplazamos la ecuacién de conservacién (5) en el
término dI/dr de 7 y las respectivas expresiones de
dl,/dry dI,,/dr se sustituyen por las ecs. 2 y 3:
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La solucién del voltaje como funcién del radio es una
funcién de Bessel modificada de primera especie Iy su-
mada con un término independiente:

V(r)= A-Io(yr) + § (10)

de donde se ha omitido la funcién de Bessel de segunda
especie No(yr) dado que diverge en r = 0. Como to-
das las células poseen vecinas en iguales condiciones, se
impone que la corriente en el borde de la célula se vea

obligada a circular hacia arriba pasando por las uniones
intercelulares. Por ley de Ohm,

Vr=r.) = RpI(yre). (11)

donde Ry, es la resistencia especifica de las uniones inter-
celulares. Para despejar la constante de A de la ec. 10 se
aplican las propiedades de las funciones de Bessel, tras lo
cual resulta la siguiente expresién para V(r):

Zm Voo — Vi ﬂ

V(r) = Lyt 2.
"=z, Io(yre) + 335 25 T (yre) e+
(12)

Nos interesa conocer la impedancia especifica del elec-
trodo cubierto de células Z,,, que en la préactica es la
variable accesible a las mediciones de la técnica ECIS.
Entre la parte superior a las células y el electrodo se tie-
ne la caida de potencial efectiva normalizada por el area
transversal de la célula, dada por

Vi = Vi =

ZCO’U
I (13)
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Finalmente, la corriente I se calcula integrando la ec.
2 en todo el radio celular, asi que reemplazamos el resul-
tado en 13 y llegamos a la siguiente expresion para Zgq,

1
Zecov
B 1 . o
- Z (Zn + Zm) YTre IO(’YTC) (L L)
2 Il(’}/’f’c) +Rb Zn + Zm

(14)

Es conveniente definir un parametro o = rc\/g para
que el ajuste del modelo sobre los datos experimentales
de Z.,, dependa solo de las incégnitas o, Ry y Cp,. En el
presente trabajo se determinan los pardmetros que mini-
mizan la dispersion mediante la iteracion del método de
Levenberg-Marquardt [1].

C. Una aplicacién al método ECIS:
ensayos de herida y cicatrizacion

La técnica ECIS se emplea para estudiar de forma con-
tinua y detallada el fenémeno de cicatrizacion de heridas.
La posibilidad de medir la evolucién completa de la re-
cuperacién es util a la hora de estudiar cambios en la
morfologia celular en respuesta estimulos fisicos y bio-
quimicos, caracterizar farmacos cicatrizantes, entre otras
aplicaciones. Se propone como una mejora a las técnicas



tradicionales que dependen de la adquisicién de imége-
nes fotograficas por microscopio y no pueden registrar la
evolucién en tiempo real.

La manera convencional de inducir una herida sobre
una monocapa consiste en raspar su superficie utilizan-
do una aguja o micropipeta. En cambio, con ECIS se
genera una descarga eléctrica que provoca la muerte por
electroporacion irreparable de las células adheridas al mi-
croelectrodo sin afectar la integridad de la monocapa por
fuera de esta regién [7]. En ambos casos, la herida se cie-
rra gracias a la proliferacién y migracion de las células
sanas. Las areas de herida que resultan del dano mecéni-
co no pueden reproducirse de forma consistente, lo que si
se alcanza utilizando ECIS.

En la siguiente seccién se incluyen datos de resisten-
cia y registros fotograficos obtenidos en un experimento
de herida y cicatrizacién. El objetivo es identificar las
senales que se registran por ambos métodos con las eta-
pas distintivas del proceso, en busqueda de complemen-
tar el analisis tedrico del modelo G&K con una aplicacion
préctica.

II. PROCESAMIENTO Y AJUSTE
A. Frecuencia de deteccién 6ptima

Tomando los datos de los dos wells disponibles, cal-
culamos el promedio de los valores R y C' en las etapas
de desnudo (abreviado nak por su expresién en inglés)
y cubierto o confluente (cov) para cada f, asocidndoles
un error de medicién 6 = 10% a cada uno, segiin se ha
reportado en la bibliografia para mediciones equivalentes
con el mismo equipo en este laboratorio [1]. La norma-
lizacién de los datos de confluencia sobre los datos de
desnudo se graficé como funcién de f y se le asigné un
error del 14,1 % calculado mediante propagacién de erro-
res. El espectro obtenido se muestra en la figura 5.

Por una parte, los espectros normalizados nos permiten
verificar que, dentro del error, las mediciones de los dis-
tintos wells son indistinguibles para frecuencias mayores
a 250 Hz, mostrando una repetitividad en el comporta-
miento eléctrico de cultivos independientes.

Por otro lado, el espectro de resistencia normalizado
alcanza sus valores maximos entre 0,5 - 1 kHz. Se consi-
dera que este es el rango de frecuencias donde las medi-
ciones de resistencia son mas sensibles a la presencia de
la monocapa. Podemos interpretar que el valor éptimo
no se da a la minima frecuencia (como era de esperarse)
porque estas mediciones se ven mas afectadas por ruido
electrénico.

A altas frecuencias se puede considerar que no hay dis-
tincién entre la medida de confluente y desnudo, mante-
niéndose en un valor estable no nulo que se asocia al
comportamiento resistivo del medio y a la geometria del
microelectrodo. Se le denomina resistencia de constric-
cion (Reonst) [1], la cual agrupa la influencia del medio

+A

104 B
8_

~

g

g 67

~

§

s

4_

2_

0 T T T T T T T T T
10 .

_._B

0.8

~e

g
SYYE

§
Q

0.4

0.2 T T T T T T T T T

025 05 1 2 4 8 16 32 64

f (kHz)

Figura 5. Espectros de resistencia y capacidad en confluencia
(cov) normalizados con respecto al espectro desnudo (nak),
para mediciones simultaneas en dos wells. Las frecuencias don-
de se maximiza la sensibilidad a la deteccion de la monocapa
corresponden al maximo (resp. minimo) de Reov/Rnak (resp.
Ccov/cnak)~

de cultivo y de la geometria del microelectrodo.

Del espectro de capacitancia normalizado hallamos que
el cociente Clpy/Char no se minimiza para la medicién
en la frecuencia més alta. Esto se debe a que el amplifi-
cador Lock-In pierde sensibilidad al medir a frecuencias
mayores a 50 kHz, por lo que la mejor visualizacién de la
capacitancia se logra en el rango 8-32 kHz.

B. Ajuste del modelo G&K

Para hallar la correspondencia entre los datos expe-
rimentales y el modelo de Giaever y Keese se comienza
por ingresar valores aleatorios en los parametros libres
«a, Ry y Cp,, los cuales se ingresan en las ecuacién 14.
También se ingresan los datos experimentales del radio
celular r. y la impedancia del desnudo Zﬁffkp ). Del valor

calculado Zé%t) se obtienen la resistencia y capacidad,



comparandolas con su valor experimental mediante el es-
timador x?2:

,_ (B — RN\ (ol ey’
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Para minimizar este estimador y extraer los parame-
tros de mejor ajuste, se aplicaron tres iteraciones del
método de minimos cuadrados de Levenberg-Marquardt,
implementado en un script de Python.

El conjunto de pardmetros computados para los dos
wells como funcién del tiempo se muestran en la figura
6.
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Figura 6. Evolucién de parametros de ajuste del modelo G&K
calculados para dos wells denominados A y B.

En el cuadro superior izquierdo se observa que los valo-
res de a coinciden para ambos electrodos, lo que se asocia
de forma inversa con la altura de la monocapa con respec-
to al microelectrodo (manteniendo fijos los pardmetros
del radio celular y resistividad especifica del medio):

2
pr; ~ 60 nm.
o

h =

Podemos considerar que esta es la altura caracteristica
de adherencia de las células al microelectrodo durante el
estado confluente.

La resistencia especifica de las uniones intercelulares
Ry v la capacidad especifica de la membrana C,, se ha-
llaron levemente distintas entre wells, pero son compa-
tibles con el orden de magnitud reportados en diversas
fuentes [3, 5]. Es admisible observar variaciones de estos
parametros con el tiempo dado que no se trata de un
sistema fisico inerte sino de un organismo vivo, pero la
tendencia que siguen estas variaciones solo se podria ex-
plicar si se tuvieran en cuenta variables adicionales que
estan por fuera del alcance de este trabajo.

En la tabla I se incluye la mediana de los pardmetros
obtenidos del ajuste.

Parametro |Valor obtenido
a(Q2cm) 20+9
Ry(QY2cm?) 21+6
Cm (uF /cm?) 6+1

Tabla I. Pardmetros del ajuste obtenidos por el método de
Levenberg-Marquardt, comparados con los de referencia.

La evolucién del pardmetro x? permite afirmar que el
modelo se ajusta de forma razonable a los datos experi-
mentales, a pesar de sus limitaciones. Los valores alcan-
zados son lo suficientemente bajos como para conside-
rar que las variables propuestas por Giaever y Keese son
adecuadas para estudiar los fundamentos de la respuesta
eléctrica celular.
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Figura 7. Espectros RC experimentales y ajustados por el
modelo de Giaever y Keese, correspondientes a células MDCK
en confluencia. Se incluye el espectro del electrodo desnudo.

En la figura 7 se grafican los espectros de desnudo y
confluencia por separado, con sus respectivos errores ex-
perimentales. Se omitié el calculo de los parametros a



bajas frecuencias ya que estos vienen afectados por rui-
do, dificultando la convergencia del método. Para el resto
del espectro, los valores de resistencia y capacidad predi-
chos por el ajuste corresponden en buena medida con los
datos experimentales.

III. APLICACION DE LA TECNICA ECIS A
ENSAYOS DE HERIDA Y CICATRIZACION

Como se anticip6 en la seccién inicial, utilizamos la
técnica ECIS para analizar la dindmica de cicatrizacién
de heridas inducidas eléctricamente. Esta seccién trata
por separado la informaciéon que aportan los datos de
impedancia y las fotografias, para después integrarlas en
la descripciéon de un experimento con esta orientacién.
Todos los datos experimentales fueron provistos por el
mismo grupo mencionado en la seccién TA.

A. Informacién aislada de impedancia

Si se produce una lesién que abarque toda la zona del
microelectrodo, idealmente se espera que la corriente pue-
da fluir con libertad a través de la herida y la impedancia
refleje los valores del desnudo. Una vez que se pierde la
inhibicién por contacto en la frontera, las células comien-
zan a reproducirse para ocupar el espacio vacio.

La figura 8 muestra la evolucién de la resistencia inme-
diatamente después de un evento de electrocucién a una
monocapa confluente (5V,, por 30 s), senalado en gris.
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Figura 8. Evolucién de resistencia posterior a evento de elec-
trocucién, donde se muestran las mediciones en la frecuen-
cia de deteccién 6ptima (1 kHz) y en la méxima disponible
(64 kHz) Las lineas punteadas horizontales son los valores
aproximados de R post-electrocucién (linea gruesa) y en con-
fluencia (linea fina).

La tendencia creciente de R medida a 1 kHz es con-
sistente con la hipdtesis de regeneracién, mientras que
el comportamiento decreciente a 64 kHz se podria con-
siderar anémalo. Si sabemos que a altas frecuencias se
deberia medir una resistencia cercana al valor de desnu-
do, podemos inferir que los residuos de células muertas
impiden la libre circulacién de la corriente. Con esto, se
afirma que la herida eléctrica no es equivalente a la herida
mecanica.

Los residuos celulares no se pueden modelar de manera
uniforme como se hizo con las células en confluencia. Por
esto, las imagenes que se obtengan después de la electro-
cucioén son clave para poder describir el fenémeno dentro
del alcance del presente trabajo, sin tener que acudir a
modelos tedricos mas complejos que el de G&K.

B. Procesamiento de imégenes

Antes de pasar al material fotografico del experimento
de herida y cicatrizacion, se considera pertinente exhibir
una imagen tipica de un cultivo celular sobre un elec-
trodo (Figura 9-(I)). Fue capturada por Esteban Acerbo
utilizando un microscopio éptico Nikon ECLIPSE Ts-2,
usando contraste de fase. En ella se observa el cabezal de
un microelectrodo comercial cubierto por una monocapa
confluente de células MDCK-II.

Figura 9. Cabezal de microelectrodo cubierto por monoca-
pa de células MCDK-II en confluencia, fotografiado con un
microscopio 6ptico Nikon ECLIPSE-Ts2. (I) Imagen original.
(IT) Imagen procesada por una modulacién senoidal.

La fotografia original 9-(I) no tiene un contraste lo su-
ficientemente alta como para poder reconocer el contorno
las células individuales. Es por ello que se analizé el efec-



to de distintos filtros digitales y se opté por emplear una
modulacién del tipo senoidal:

F(p) = sin(Ap),

donde p son cada una de las componentes del pixel en
representacion RGB y normalizadas para abarcar los va-
lores [0, 27]. El factor A se elige para que los méaximos de
la funcién se alcancen en rangos de colores que se quieren
resaltar. En particular, el uso del valor A = 1,6 se con-

II

sideré pertinente para resaltar el contorno de las células
del fondo tras una caracterizacién cualitativa de la ima-
gen procesada. El resultado se muestra en la figura 9-(IT).

En esta imagen se pueden observar geometrias diversas
para distintas células que forman el cultivo. Cabe des-
tacar que el modelo describe el comportamiento de un
cultivo de celulas idénticas y perfectamente cilindricas,
siendo esto un artificio para simplificar la matematica del
balance eléctrico y no por reflejar la realidad del sistema
biolégico.
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Figura 10. (Arriba) Evolucién de resistencia medida a 1000 Hz en un experimento de herida y cicatrizacién. Los eventos de
electrodo desnudo (I), confluencia (II), electrocucién (I1I) y cicatrizacién (IV) se relacionan con las 4 fotografias de los recuadros

inferiores.

C.

Identificacién de fotografias con
comportamiento resistivo

Se analizaron 132 imagenes tomadas a lo largo de las
50 horas del experimento realizado por el grupo de traba-
jo en 2023. Estan divididas de la siguiente manera: por
cada well (A y B) fotografiaron los 2 microelectrodos,
y para cada microelectrodo se utilizaron 3 pantallas de
contraste distintas. La captura de las 12 fotografias tarda
del orden de 3 minutos, por lo que se pueden considerar
simultaneas si se toma como referencia la duracién del

experimento.

Estos registros fueron clasificados y procesados, de los
cuales se seleccionaron 4 imagenes representativas de los
eventos de desnudo (I), confluencia (II), electrocucién
(IIT) y cicatrizacién (IV). En la figura 10 se muestran
las imagenes recortadas sobre el area de un microelectro-
do, en paralelo con la evolucion de la resistencia medida
a 1 kHz.

En la imagen (I) se observa una superficie plana, acor-
de a la ausencia de células. En contraste, la imagen (II)
permite ver el relieve de la monocapa formada ~ 15 h



después de la siembra. La resistencia en ambos eventos
estd en un régimen estacionario, alcanzando valores mas
altos en la confluencia que en el desnudo (propio de fre-
cuencias bajas). Este conjunto de identificadores visuales
y eléctricos se toma como patron para reconocer una evo-
lucién normal.

En la linea punteada negra se senala el evento de elec-
trocucién. La imagen (III) muestra una relieve amorfo
asociado a los restos de la estructura celular. Son un im-
pedimento al paso de corriente en menor grado que lo es
la monocapa, por lo que la resistencia medida en (III) es
baja pero no retoma su valor de desnudo. De la tenden-
cia creciente de R podemos inferir que la presencia de
residuos no generan inhibicién por contacto con las célu-
las vivas del contorno. Esto es, que la zona con células
muertas es equivalente a un espacio libre para que se de
reproduccién y migracién celular, como se da con heridas
mecanicas.

Pasadas 20 horas de la electrocucién, la imagen (IV)
representa confluencia. A simple vista, se observa un reor-
denamiento de las células asociado a su migracién hacia
el centro del electrodo. Evaluamos si esta nueva configu-
racion es relevante para distinguir entre una monocapa
normal y una cicatrizada, acudiendo al andlisis de resis-
tencia en los instantes (II) y (IV). Los valores a los que
converge R son indistinguibles dentro del error experi-
mental del 10 %, por lo que se propone que la cicatri-
zacion devuelve la monocapa a la confluencia sin que el
reordenamiento sea relevante.

La validacion de esta ultima hipdtesis se realiza com-
parando los pardmetros de ajuste calculados en (II) y
(IV). La impedancia de desnudo Z,, se toma igual para
ambos ajustes y es la medida en ausencia de células (I).
Los resultados con su error se reportan en la tabla II.

Parametro |Conf. normal|Conf. cicatrizacién
a(Q'%cm) 20410 2049
Ry (2Y/2cm?) 24+ 6 24+4
Con(uF/em?)|  59+38 5747

Tabla II. Parametros de mejor ajuste calculados en dos eta-
pas del experimento de herida y cicatrizacién: en confluencia
normal y posterior a la cicatrizacién.

Los valores obtenidos son indistinguibles dentro del
error que resulta del jacobiano, por lo que podemos afir-
mar que el modelo de Giaever y Keese es robusto ante el
reordenamiento de las células en el electrodo.

IV. CONCLUSIONES

Se calcul6 la evolucién de la impedancia eléctrica es-
pectral (resistencia y capacidad), de datos experimenta-
les provistos por el laboratorio para cultivos MDCK-II
normales sobre microelectrodos comerciales. Identifica-
mos el rango de frecuencia de méxima sensibilidad de los
valores de resistencia y capacidad calculados.

Se reprodujo la deduccién de las ecuaciones del mode-
lo de Giaever y Keese, las cuales fueron utilizadas para
cédlculo de pardametros biofisicos de un cultivo celular en
confluencia.

Se analiz6 la evolucién de la cicatrizacién de una herida
eléctrica ocasionada a una monocapa celular confluente.
Antes y después de la herida se calcularon los pardmetros
del modelo de G&K junto con el error x? en funcién del
tiempo.

Se analizé la evolucién de impedancia espectral de
un cultivo durante un ensayo de herida y cicatrizacién
eléctrica. La cicatrizacién completa se reconocié como el
comportamiento cuasi estdtico de valores similares a la
confluencia previa a la herida. El estado del cultivo pre y
post ensayo no presentan diferencias significativas en los
parametros biofisicos estimados por el modelo.

Por otra parte, las distintas etapas del ensayo se identi-
ficaron con las microfotografias. Tras analizar y procesar
éstas imagenes, se observé un reordenamiento de la ma-
triz celular sobre el electrodo a causa de la herida. Este
cambio en forma y orientacion celular no afecta las esti-
maciones hechas por el modelo.
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