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Resumen 

Los países en vías de desarrollo tienen obstáculos en el acceso a servicios médicos de calidad 

debido a que hay alcance limitado a las nuevas tecnologías; tal es el caso de la medicina genética, 

donde las técnicas analíticas son complejas y costosas. En los años recientes, ha existido un interés 

por ofrecer alternativas a las técnicas convencionales; el desarrollo de genosensores ha llamado la 

atención en la última década por su instrumentación de bajo costo, su rapidez y su uso sencillo. En 

este trabajo, obtuvimos los espectros de bioimpedancia eléctrica, a partir de mediciones del 

parámetro de dispersión S21, en el rango de frecuencias de 2 a 100 MHz de 4 casos: 1) Productos 

totales de PCR para el gen ribosomal de la subunidad 16S extraídos de Pseudomona aeruginosa. 

2) Una dilución al 50% de los productos totales de PCR. 3) Productos endógenos extraídos de la

misma célula, y 4) Agua destilada. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los 

casos en la gran mayoría del espectro, indicando su potencial uso en el diseño de un genosensor 

basado en mediciones de bioimpedancia eléctrica. 
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1. Introducción

Los biosensores se han vuelto muy populares en los últimos 20 años. El desarrollo y la búsqueda de 

biosensores son de gran importancia en la vida diaria, ya que su aplicación puede tener un alto impacto 

social. Recientemente, el uso de biosensores ha aumentado y han sido populares en áreas como el 

análisis de alimentos, el medio ambiente y el monitoreo y diagnóstico de la salud [1, 2]. 

Las técnicas analíticas de detección genética convencionales generalmente toman numerosos y 

laboriosos pasos que requieren tiempo y dispositivos sofisticados de alto costo [1, 3, 4], lo que 

representa desventajas para el uso e implementación de estas tecnologías en países en vías de desarrollo. 

Por lo anterior, existe una necesidad de desarrollar equipos de detección genética rápidos, de bajo costo 

y que sean sencillos de utilizar para permitir la introducción de los avances en la medicina genética en 

los países subdesarrollados. Los biosensores de ácidos nucleicos (genosensores) son de gran interés 

debido a su gran potencial para obtener información relevante de secuencias específicas de manera 

rápida, simple y a un menor costo, en comparación con las técnicas tradicionales [1, 5]. 

La espectroscopía por bioimpedancia eléctrica (EBiS, por sus siglas en inglés) es una técnica 

analítica que estudia la interacción de campos eléctricos alternos con un tejido biológico en un amplio 

rango de frecuencias. Esta técnica consiste en aplicar estímulos eléctricos (voltaje o corriente 

conocidos) a un material biológico y observar la corriente o el voltaje resultantes [6]. El estímulo puede 

aplicarse de distintas maneras, la mayoría de estudios por EBiS utilizan la inyección de corriente alterna 

para estimular el material bajo prueba (dentro de un rango definido de frecuencias) y medir el voltaje 

resultante en la muestra [7]. Así, se calcula la impedancia de la muestra para cada frecuencia. A la 

gráfica de impedancia contra frecuencia se le llama espectro de impedancia.  
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Se han reportado varios alcances para el desarrollo de genosensores utilizando las ventajas que las 

características electroquímicas del ácido desoxirribonucleico (ADN) y la técnica EBiS ofrecen; se ha 

detectado la hibridación de ADN en un electrodo por medio de EBiS [4]. Otros alcances han utilizado 

otras técnicas electroquímicas como microarreglos eléctricos [8] o voltametría cíclica [5] para detectar 

la amplificación de ADN. El grupo de Diaz-Cartagena desarrolló un dispositivo que por medio de EBiS, 

detecta ciclo a ciclo la amplificación genética por reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus 

siglas en inglés) [9]. Se reportan resultados prometedores, de cualquier manera, las tecnologías 

encontradas en la literatura presentan la desventaja de ser técnicas complejas pues algunos requieren de 

marcadores electroquímicos para la medición [9], o incluso la inmovilización de ADN de cadena simple 

en un electrodo para la detección de la hibridación con el ADN complementario (cADN) por medio de 

EBiS [10-14]. Sin embargo, se ha reportado que es posible realizar mediciones de EBiS en ADN sin 

ningún tipo de inmovilización o anclaje [15]. 

En este trabajo, realizamos un alcance empírico para determinar si los espectros de EBiS, obtenidos 

a partir de mediciones del parámetro de dispersión eléctrica S21 reportadas en un trabajo precedente 

[16], son sensibles a la concentración de ADN suspendido en agua destilada libre de etiquetas o 

inmovilización. Es decir, si es posible detectar distintas concentraciones de ADN por medio de 

mediciones de EBiS, para determinar su utilidad en el desarrollo de un genosensor por medio de 

mediciones de bioimpedancia eléctrica. 

2. Metodología

2.1 Diseño experimental 

Cultivos de Pseudomona aeruginosa se llevaron a cabo por medio de técnicas estándar. Se extrajeron 

los ácidos ribonucleicos mensajeros (mRNA, por sus siglas en inglés) y se obtuvieron los productos 

endógenos de la célula, se realizaron sobre las muestras PCR cuantitativos por Retro Transciptasa (RT-

qPCR, por sus siglas en inglés) para la amplificación del gen ribosomal de la subunidad 16S. En este 

punto se tenían 4 casos: 1) Productos totales del PCR. 2) Una dilución a 50% de los productos totales 

de PCR. 3) Productos endógenos de la célula, y 4) Agua destilada. Se realizaron mediciones de los 

parámetros de dispersión eléctrica S21 sobre los casos. La metodología detallada se encuentra 

documentada en el trabajo precedente [16]. Los datos obtenidos se convirtieron a bioimpedancia 

(magnitud y fase) y los resultados se contrastaron con la medición de concentración de ADN en las 

muestras. Cada ensayo se realizó por triplicado. 

2.2 Extracción y amplificación del gen de la subunidad ribosomal 16S 

La metodología detallada de la extracción y amplificación del gen en cuestión se encuentra en [16]. 

Brevemente, una muestra de 2 mL de suspensión celular se usó para la extracción de mRNA totales y 

sus productos endógenos utilizando el kit comercial EZ-RNA and total RNA isolation kit (Biological 

Industries, USA). Al mRNA extraído y a los productos endógenos se les realizó RT-qPCR para la 

amplificación del gen de la subunidad ribosomal 16S. Los reactivos utilizados se muestran en la Tabla 

1. 

Tabla 1: Cantidad de los reactivos para PCR. Datos extraídos de [16]. 

Reactivos Cantidad para una reacción, µL 

PCR mix 12.5 

Cebador delantero 2.5 

Cebador trasero 2.5 

cDNA 7.5 

Volumen total 25 
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Los ciclos de temperatura para el PCR se detallan en la Tabla 2. Se midió la concentración de ADN 

de los casos utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., 

USA).  

Tabla 2: Parámetros de termociclado del PCR. Datos extraídos de [16]. 

 

 

 

 

 

 

2.3 Mediciones de parámetros S21 y conversión a EBiS 

La metodología empleada para la medición de parámetros S21 se encuentra reportada detalladamente 

en [16]. Brevemente, el sistema para las mediciones de los parámetros S21 se implementó utilizando 

cubetas de electroporación de 2 mm de distancia entre electrodos, como contenedor de las muestras, 

conectado a un sistema Vector Network Analyzer (modelo N9923A, Keysight Inc. CA, USA) para las 

mediciones eléctricas. El parámetro S21 se midió en el rango de frecuencia de 2 a 100 MHz con 

incrementos logarítmicos y se convirtieron a impedancia por medio de la ecuación 1, como lo indica el 

fabricante del equipo. 

𝑍𝑡 = 𝑍𝑜 ∗
2(1−𝑆21)

𝑆21
                                                      (1) 

Donde, Zt es la impedancia de transmisión, en este caso la impedancia de la muestra, Zo es la 

impedancia del sistema en ausencia de excitación (50 ohms, proporcionada por el fabricante) y S21 es 

el valor del parámetro S21 medido por el sistema. 

De la conversión de los datos de S21, se obtuvieron los espectros de bioimpedancia (magnitud y 

fase) con respecto a la frecuencia de la señal de excitación. 

2.4 Análisis estadístico 

Se realizaron pruebas ANOVA con la media de las mediciones de cada frecuencia para verificar si 

existen diferencias estadísticas en las muestras. Después, se realizaron pruebas Tukey post hoc para 

cada frecuencia en las que la prueba ANOVA arrojó diferencias significativas. El valor de referencia 

para determinar significancia estadística fue de α=0.05. Todos los cálculos y análisis estadísticos se 

llevaron a cabo en el software RKWard. 

3. Resultados 

Los resultados de la medición de concentración de ADN se muestran en la Tabla 3. Se observa que el 

caso con mayor concentración de ADN son los productos totales de PCR, la dilución es 

aproximadamente al 50%, el grupo de los productos endógenos tiene menor concentración que los dos 

casos anteriores y el agua destilada no contiene material genético. 

 

 

Paso Temp (ºC) Tiempo 

Desnaturalización inicial 95 30 sec 

Desnaturalización 95 5 sec 

Union del cebador 55 10 sec 

Extensión 72 30 sec 

Extensión final 72 5 min 
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Tabla 3: Concentración de ADN de los casos. Datos extraídos de [16]. 

             Casos Concentración (ng/µl) 

Productos totals de PCR 1859.6 

Dilución al ~50% 876.1 

Control 368 

Agua destilada 0 

La Fig. 1 muestra el promedio del espectro de bioimpedancia (magnitud) de los casos con sus 

desviaciones estándar y las respectivas concentraciones de ADN. El caso de agua destilada presentó 

mediciones con dos órdenes de magnitud por arriba de los demás casos en una gran parte del espectro. 

Se observa una relación inversa entre la concentración y la magnitud de bioimpedancia de los casos. Se 

aprecia que la dispersión de los datos es baja. Se presentaron diferencias altamente significativas 

(p<0.001) entre todos los casos en el rango de frecuencias de 2 hasta 75.5 MHz; en esta última las 

diferencias entre los productos totales y la dilución fueron solo significativas (p=0.03). En el rango de 

77 a 79 MHz las diferencias entre los productos totales y la dilución pierden significancia estadística. 

La significancia estadística se recupera entre todos los casos para frecuencias superiores.  

 

Fig. 1. Magnitud del espectro de bioimpedancia de los casos con sus concentraciones de ADN respectivas. 

 

En la Fig. 2 se muestran los promedios del espectro del ángulo de fase con sus desviaciones estándar. 

A los 2 MHz, se presentaron diferencias significativas entre los productos totales y la dilución, y las 

diferencias entre los demás casos fueron altamente significativas. Para frecuencias superiores, todos los 

casos presentaron diferencias altamente significativas entre ellos. Se observa una relación directa entre 

la concentración de ADN y el ángulo de fase. 
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Fig. 2. Ángulo de fase del espectro de bioimpedancia de los casos. 

4. Discusión y conclusión 

En la Fig. 1, los espectros de magnitud de bioimpedancia presentaron diferencias en todo el espectro. 

En las frecuencias más altas, las diferencias entre los casos son menos evidentes, aun así, resultaron 

significativas. Esto puede deberse a la baja dispersión que presentaron las mediciones. Sin embargo, en 

el rango de frecuencias de 2 a 40 MHz, las diferencias están mayormente pronunciadas y los valores 

parecen estar relacionados con la concentración de ADN de cada uno de los casos, siendo posiblemente 

éste el rango de frecuencias más adecuado para la detección de concentraciones de ADN por medio de 

mediciones de bioimpedancia. La magnitud de bioimpedancia presenta una relación inversa con la 

concentración de ADN, lo cual puede deberse a que las moléculas de ADN tienen carga negativa, por 

lo que la cantidad de moléculas eléctricamente cargadas diluidas el medio, tiene un efecto directo 

aumentando la conductividad y afectando las propiedades eléctricas de la muestra. Además, como la 

dispersión gamma resulta de la relajación del dipolo de la molécula de agua y ésta se presenta en 

frecuencias altas [6], como las seleccionadas para este estudio, creemos que existe una interacción 

cinética entre las moléculas de agua y el ADN, teniendo efecto en la bioimpedancia de la muestra en 

función de la concentración de ADN.  

La fase presentó diferencias significativas en todo el espectro. Las diferencias aparecen más 

pronunciadas en el rango de frecuencias de 10 a 50 MHz y parecen estar relacionadas con la 

concentración de ADN. Sin embargo, el comportamiento de la fase resulta inesperado, pues si se piensa 

en la cubeta de electroporación como un capacitor de placas paralelas donde el medio dieléctrico es el 

agua destilada, al agregar moléculas cargadas al medio, se esperaría que la característica dieléctrica del 

agua destilada disminuyera, como se observó en la magnitud, y así el efecto capacitivo de la muestra 

disminuyera. Sin embargo, ocurrió lo contrario, a mayor concentración de ADN, mayor fue el ángulo 

de desfase. Creemos que nuestros resultados se deben a que las características eléctricas de la cubeta de 

electroporación están introduciendo capacitancias parásitas a la medición, interfiriendo con la medición 

de fase de las muestras. Más estudios son necesarios para confirmar nuestros hallazgos y entender mejor 

el fenómeno de la bioimpedancia eléctrica de las moléculas de ADN. 

En este trabajo, se comprobó que las mediciones de EBiS de muestras de ADN, son sensibles a la 

concentración de ADN, por lo que resulta posible el uso de la bioimpedancia como parámetro sensible 

en el diseño de un biosensor de ADN libre de etiquetas o inmovilización, disminuyendo potencialmente 
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el costo y la complejidad de la técnica, comparada con las técnicas analíticas convencionales. Como 

trabajo a futuro se propone implementar estudios similares donde se realicen mediciones a distintos 

genes, para determinar si la longitud del gen en cuestión tiene efectos en la bioimpedancia del sistema. 
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