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Resumen— Las células madre pluripotentes tienen la
capacidad de diferenciarse en distintos linajes celulares, lo cual
tiene relevancia en la ingenieria de regeneracion de tejidos. La
identificacién y caracterizacion de células diferenciadas
requiere de técnicas complejas tales como la citometria de
flujo, inmunocitoquimica y la caracterizacion génica por medio
de técnicas moleculares; tales técnicas demandan
infraestructura y personal especializado. Por ello el objetivo de
éste trabajo fue analizar el wuso de mediciones de
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE) como técnica
alterna de identificacion de células diferenciadas. Las
mediciones de EIE en poblaciones de células madre
pluripotentes indiferenciadas y fibroblastos fueron realizadas y
comparadas. Los resultados indican que la EIE tiene
sensibilidad a frecuencias bajas e intermedias para discriminar
entre ambos tipos de poblaciones celulares. Se recomiendan
estudios adicionales con diferentes concentraciones y tipos
celulares a fin de evaluar cuantitativamente la sensibilidad y
especificidad de la técnica propuesta.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad el cultivo de células madre (troncales)
ha tenido un gran auge debido a su capacidad de originar
distintos linajes celulares (potencialidad) bajo ciertas
condiciones en cultivo [1]. Esta capacidad de diferenciacion
celular es la tendencia en la ingenieria médica para su uso en
la terapia de regeneracion de tejidos [2], [3]. Para poder
identificar las células ya diferenciadas es necesario el uso de
técnicas como la citometria de flujo, la cual se basa en un
haz de luz laser para la deteccion de ciertos marcadores
fluorescentes unidos a anticuerpos especificos [4]; la
inmunocitoquimica, en la que las células son permeadas con
el fin de que los anticuerpos (inmunoglobinas) marcados
conjugados con un fluorocromo, como la fluroceina, se unan
al antigeno dentro de la célula y se observen mediante un
microscopio de fluorescencia [5]. Finalmente para la
caracterizacion génica se utiliza la PCR en tiempo real
(reaccion en cadena de la polimerasa), en la cual se extrae
RNA y se cuantifican los niveles de expresion génica
relativa de genes especificos para el desarrollo celular [6].
Las técnicas citadas son muy eficientes pero costosas y
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requieren de infraestructura y personal especializado, por lo
que resulta pertinente proponer técnicas emergentes que
pudiesen facilitar la identificaciéon de células diferenciadas.
En ése sentido, en un estudio reportado por Arum Han et al.
en el 2007 se mostro la viabilidad de diferenciar distintas
lineas celulares tumorales a través de la caracterizacion de
sus propiedades eléctricas medidas con Espectroscopia de
Impedancia Eléctrica (EIE) [7]. Hasta donde conocemos, en
la literatura no existen reportes sobre biosensores de células
madre indiferenciadas y células especializadas basados en
mediciones de EIE. El objetivo central de éste trabajo fué
analizar el uso de la EIE como técnica alterna para
diferenciar poblaciones de células madre pluripotentes
indiferenciadas de aquellas diferenciadas a fibroblastos,
siendo la idea central evaluar la factibilidad técnica de
proponer mediciones de EIE como técnica simple para
identificar células madre diferenciadas.

II. METODOLOGIA
A. Diseiio experimental.

El concepto biofisico de mediciones de EIE en células
en suspension se muestra en la figura 1. Dos tipos de células
son evaluadas: Células Madre Pluripotentes indiferenciadas
y  Fibroblastos = Embrionarios de raton (MEF),
aproximadamente 200,000 células de cada tipo fueron
suspendidas en 200 ul de PBS y depositadas sobre una
superficie de cuarzo con electrodos de oro embebidos, tales
electrodos representan la interfase eléctrica-idnica que
fundamentan las bases de nuestra propuesta de biosensor de
c¢lulas madre diferenciadas basado en mediciones de EIE.
Espectros de bioimpedancia a multiples frecuencias para
cada tipo de células fueron realizadas por triplicado.

Electrodos
de oro

Superficie
de cuarzo

Fig. 1. Esquema biosensor de células madre basado en mediciones de EIE.



B.  Cultivos Celulares.

Las células madre pluripotentes (ATCC cat: SCRR-
2010) se sembraron a una densidad de 50,000 células/cm?
sobre una monocapa de MEF previamente arrestados para
mantenerlas en estado indiferenciado, para lo que se
suplementd el medio basal de células madre (ATCC cat:
SCRR-2010) con 15% de suero fetal bovino FBS, 2-8
mercaptoetanol al 0,1 mM (Invitrogen cat: 21985023) y
factor inhibidor de leucemia (LIF) a razén de 1 000 U/ml
(Chemicon cat: ESG1107). Los MEF de la linea celular
STO (S, SIM; T, 6-resistente a la tioguanina; O, resistente a
la ouabaina), se sembraron en un medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (ATCC cat: 30-2002), suplementado
con 15% de suero fetal bovino (FBS) (ATCC cat: 30-2020)
y 1% de Penicilina 10,000 Ul/ml/ Estreptomicina 10,000
mg/ml (Invitrogen, cat: 15140). Ambas poblaciones
celulares fueron incubadas a 37°C, 95% de humedad y 5%
de CO2.

C. Mediciones experimentales de impedancia.

Se llevo a cabo un sistema de medicion experimental de
impedancia basandose en un espectrometro de impedancia
de alta precision (Agilent; Modelo 4294A), que suministra
una sefial / cos(wt) en el rango de 100 MHz. El sistema del
biosensor consiste en dos electrodos colocados de manera
que se cierre el circuito eléctrico a través de la muestra de
células. Ambos electrodos fueron fabricados en oro,
embebidos en una superficie de cuarzo de radio r=9 mm
(Figura 2). Las mediciones se desarrollaron en el rango de
frecuencia de 100 Hz a 100 MHz a 181 pasos
logaritmicamente espaciados. El concepto detras del sistema
es que las mediciones representan los cambios de
conductividad y permitividad eléctrica; lo que significa que
la bioimpedancia compleja Z varia con las diferentes
muestras de poblaciones celulares.

Electrodos

Fig. 2. Biosensor de células madre basado en mediciones de EIE.

III. RESULTADOS
La observacion microscopica de la morfologia en los
cultivos celulares evidencid6 que las células madre
pluripotentes son redondas con una tendencia a agruparse
formando colonias celulares (Figura 3A), caracteristica
tipica de esta linea celular, a diferencia de los MEF, cuya

morfologia es mas compleja, fusiforme y no forman
conglomerados (Figura 3B).

Fig. 3. Morfologla de los cultivos celulares (100x). A. Celulas madre
pluripotentes conformando colonias sobre fibroblastos embrionarios de
raton (flecha). B. Fibroblastos embrionarios de raton.
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Fig. 4. Espectros de Impedancia en Magnitud (A) y Fase (B) obtenidos en
poblaciones de células madre y fibroblastos. *p<0.05, Prueba U-Mann-
Whitney.
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Referente a los resultados del analisis de la EIE (Figura
4), se aprecian diferencias entre las células madre
pluripotentes y los MEF entre los rangos de 1.0E+04-
1.0E+07 Hz en la magnitud, mientras que en la fase, las
mayores variaciones se aprecian en el rango de 1.0E+03-
1.0E+05 Hz. Lo que demuestra que la magnitud y fase de la
bioimpedancia de los MEF es mayor.

IV. DISCUSION

Las mediciones de bioimpedancia reflejan las
propiedades eléctricas de materiales biologicos, la
sensibilidad observada con mediciones de EIE en los dos
tipos de poblaciones celulares evaluadas se centra en el
ancho de banda de dispersion alfa, por lo que tales cambios
en la bioimpedancia observada deberan atender a la
estructura celular. Los fibroblastos tienden a tener patrones
de diferenciacion estructuralmente complejos, tal como se
puede observar en la figura 3B, de ahi que presenten
magnitud de bioimpedancia superior a las observadas en la
poblacion de células madre indiferenciadas, las cuales se
consideran que poseen componentes estructurales mas
simples, como se aprecia en la figura 3A, resultado similar a
lo analizado mediante citometria de flujo en trabajos previos
(no mostrados en este estudio). El comportamiento descrito
también resulta evidente en el desfasamiento observado
entre ambas poblaciones celulares, por lo que se asume que
los componentes reactivos entre ambos tipos de estructuras
celulares es evidentemente diferente.

V. CONCLUSION

Mediciones de EIE permiten identificar poblaciones de
células madre indiferenciadas y células especializadas
probablemente debido a diferencias en sus componentes
reactivos asociados a su estructura celular, tal como lo
mencionan Ivorra [8], Aberg [9] y Lopez [10]. Se
recomiendan  estudios  adicionales con  diferentes
concentraciones y tipos celulares a fin de evaluar
cuantitativamente la sensibilidad y especificidad de la
técnica propuesta.
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