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RESUMEN 

 

En este trabajo se presenta el desarrollo de una infraestructura para la estimulación 

magnética variable en el tiempo bajo un ambiente controlado, con el objetivo de estudiar 

los efectos de la radiación magnética de baja frecuencia en estructuras celulares, 

específicamente en células epiteliales.  

Se ha reportado que los organismos vivos sufren alteraciones cuando son expuestos a 

estímulos magnéticos de baja frecuencia. Sin embargo, no estaba disponible una 

infraestructura para experimentación controlada que permitiera estudiar los efectos de la 

estimulación magnética in situ. 

Se desarrolló un sistema para la estimulación magnética in situ que incluye un generador 

de campo magnético basado en un arreglo de bobinas Helmholtz, una interfaz gráfica de 

usuario, una etapa de control con sensores de retroalimentación y una etapa de potencia 

para la excitación de las bobinas del generador. El desarrollo se basó en la simulación de 

los parámetros físicos y magnéticos mediante el programa de análisis de elemento finito 

(COMSOL Multiphysics). La caracterización del prototipo físico se llevó a cabo midiendo los 

valores de densidad de flujo magnético en la región de trabajo, logrando una distribución 

uniforme que garantiza la homogeneidad del campo en los grupos experimentales. 

El estudio de los efectos de la estimulación magnética en epitelios se llevó a cabo con el 

protocolo elaborado para este proyecto, que incluyó la medida de la impedancia eléctrica 

transepitelial toda vez que existe una relación directa entre el magnetismo y la dinámica de 

iones que se lleva a cabo en los epitelios. Para este fin, se desarrolló un dispositivo de 

medición de la impedancia eléctrica transepitelial. El protocolo incluyó además un ensayo 

del cierre de la herida para evaluar la migración y proliferación celular en las monocapas 

celulares y la técnica de inmunofluorescencia, para observar y cuantificar el proceso activo 

que se lleva a cabo en las uniones estrechas y el desplazamiento de iones a través de ellas. 

El uso de esta técnica también permitió determinar las características físicas de los núcleos 

celulares del epitelio. 

Empleando las diferentes técnicas de medición, propuestas en el protocolo de 

experimentación, se observaron efectos no significativos entre las células tratadas y las 

células control en el parámetro de impedancia eléctrica transepitelial: Tampoco hubo 

diferencias en el estudio de la migración y proliferación celular. Cabe destacar que 

empleando la técnica de visualización celular con microscopia de confocal se observó una 

disminución en la expresión de la proteína CLDN1 y un aumento en ZO-1 en las primeras 

24h de tratamiento con exposición de campos magnéticos de baja frecuencia. 

Los resultados sugieren considerar un número mayor de opciones en los valores de los 

parámetros del campo magnético. En el caso de los resultados de transporte de iones en 

las uniones estrechas, plantean una continuidad y ampliación de los experimentos para 

obtener más información en esta línea.
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ABSTRACT 

This project has developed the necessary infrastructure for time-varying magnetic 

stimulation under a controlled environment, with the aim of studying the effects of 

the extremely low-frequency magnetic field radiation in epithelial cells. 

It has been reported that living organisms suffer alterations when they are 

exposed to low-frequency magnetic stimuli. However, an infrastructure for controlled 

experimentation was not already available to study the effects of magnetic 

stimulation in situ. 

An in situ magnetic stimulation system was developed which includes a magnetic 

field generator based on a Helmholtz coil array, a graphic user interface, a control 

stage with feedback sensors and a power supply for the coil array of the generator. 

The development was based on the simulation of the physic and magnetic 

parameters by the finite element analysis program (COMSOL Multiphysics). The 

physical prototype of the generator was characterized through the measurement of 

the magnetic flux density values in the working volume, where a uniform distribution 

was obtained guarantying the homogeneity of the magnetic fields in the experimental 

groups. 

The study of the effects due to the magnetic field stimulation in epithelia was made 

with a specific protocol developed for this project, that included transepithelial 

electric impedance measurement since there is a direct relationship between 

magnetism and ions dynamics in epithelia. For this purpose, a transepithelial 

electrical impedance measurement device was developed. The protocol included a 

scratch wound assay to observe the migration and proliferation in cell monolayers 

and the immunofluorescence technique, with the aim of observing and quantifying 

the active process in the tight junctions and the ionic displacement through them. 

The use of this technique also allowed to monitor the cell nuclei of the epithelium. 

Using the different measurement techniques proposed in the experimental 

protocol no significant effects were obtained between the treated cells and the 

control cells in the transepithelial electrical impedance, nor in the study of cell 

proliferation and migration. It should be noted that it was observed a decrease in 

protein expression of CLDN1 and an increase in ZO-1 in the first 24 hours of 

treatment with the exposure of low-frequency magnetic fields through the technique 

of cellular visualization with a confocal microscope. 

The obtained results suggest an extension of the number of options in the values 

of the parameters of the magnetic field. The results of ion transportation in the tight 

junctions suggest that it is necessary to continue and carry out more experiments to 

obtain additional information in this line of research. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Antecedentes y estado del arte. 

 

La cercanía de las líneas de transmisión de energía eléctrica a las zonas urbanas 

y el uso de motores eléctricos y dispositivos electrodomésticos, hacen que cada día 

las personas se vean expuestas a los campos magnéticos de baja frecuencia [1].  

El estar expuestos a los diferentes campos magnéticos no es algo que se pueda 

evitar, debido a que nos encontramos inmersos en él, comenzando con el campo 

magnético terrestre, con una magnitud en la superficie de la tierra de 0.25-0.65 G 

[2]. 

Por otro lado, también se ha reportado que el campo magnético actúa sobre las 

estructuras biológicas, como la regeneración celular en heridas [3], formación de 

hueso [4] o desarrollando algún tipo de cáncer como leucemia [5], [6]. 

No obstante que se han reportado estudios epidemiológicos, existen evidencias 

de los efectos de los campos magnéticos mediante la experimentación con campos 

magnéticos en los seres vivos [7], en la mayoría de los casos reportados, la 

generación del campo magnético se efectuó a frecuencias fijas variando solamente 

la magnitud. Se requiere por lo tanto plantear nuevas técnicas y/o métodos 

científicos para experimentar a nivel celular y estar en la posibilidad de determinar 

específicamente esos efectos.  

Para este fin, se necesita desarrollar una metodología que permita llevar a cabo 

estudios específicos, con el objetivo de generar información a nivel microestructura 

de células o tejidos debido a la falta de técnicas o metodologías, así como una 

infraestructura para mantener el sano crecimiento celular y su viabilidad. 

 

1.2. Planteamiento del problema 

 

No se ha reportado una infraestructura que permita la experimentación en 

epitelios con campos magnéticos bajo condiciones controladas para el 

mantenimiento de las células en cultivo, con el objetivo de asegurar que los efectos 

medidos no se vean alterados por variables externas al tratamiento.  

 

https://es.wikipedia.org/wiki/Gauss_(unidad)
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Por la complejidad de las estructuras biológicas, la medición de los efectos por la 

aplicación de campos magnéticos a tejidos celulares se debe hacer con variables 

estrictamente relacionadas con el experimento y controlar aquellas como la 

temperatura, humedad, %CO2 y exposición a la luz. Además, cuando se trata de 

sistemas biológicos es necesario evaluar los resultados con diversos indicadores, 

los cuales proporcionan una visión general de los efectos relacionados con el 

tratamiento aplicado. 

 

1.2.1. Hipótesis 

 

Existen reportes de efectos de la aplicación de campos magnéticos en tejido u 

organismos biológicos, sin embargo, es importante conocer las afectaciones a nivel 

celular que puedan presentarse mediante generadores de campo magnético, que 

permitan la exposición de diferentes densidades de flujo magnético y frecuencia, así 

como mantener un ambiente controlado para el sano crecimiento celular. 

Se espera observar que campos magnéticos de baja frecuencia alteren las 

condiciones y/o propiedades de las células epiteliales, tales como: la impedancia 

eléctrica transepitelial, la velocidad de regeneración de la monocapa y la expresión 

de las proteínas de la unión estrecha cuando se sigue una metodología que 

establece un ambiente controlado de crecimiento celular. 

 

1.2.2. Objetivos 

 

1.2.2.1. Objetivo general 

 

Generar la metodología e infraestructura necesarias para la experimentación con 

campos magnéticos pulsantes variables en frecuencia y densidad de flujo 

magnético en epitelios.  

 

1.2.2.2. Objetivos específicos 

 

Diseñar y desarrollar un dispositivo para generar campos magnéticos pulsantes 

variables en frecuencia y densidad de flujo magnético aplicados a monocapas 
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celulares, para operar dentro de una cámara capaz de mantenerse en un entorno 

estéril y bajo ambientes controlados de % CO2, temperatura y humedad. 

Diseñar y desarrollar un sistema para la medición de impedancia eléctrica de 

monocapas celulares sembradas en filtros permeables de 6.5 mm de diámetro y 

que a su vez sea apto para ser alojado en un espacio dentro del generador de 

campo magnético. 

Desarrollar una metodología de experimentación con la aplicación de campos 

magnéticos en células epiteliales incluyendo las diferentes técnicas de 

evaluación de la integridad de las monocapas celulares. 

 

1.3. Estructura de la tesis 

 

El presente trabajo se divide en 5 capítulos. En el primero se da una introducción 

de la importancia de los campos magnéticos en la vida cotidiana, así como sus 

posibles efectos en los organismos vivos. Se plantea la necesidad de desarrollar un 

sistema para realizar pruebas de laboratorio y determinar si existe una relación de 

los efectos del campo magnético en monocapas celulares (MDCK). Se mencionan 

los objetivos generales y específicos. 

En el capítulo 2 se describe el estado del arte, se presentan algunos reportes de 

afectaciones e impacto por la aplicación del campo magnético en materia viva. Se 

muestran algunos sistemas desarrollados para aplicar campos magnéticos en 

biología y algunas técnicas para evaluar la integridad en las monocapas celulares. 

El capítulo 3 presenta la metodología propuesta, en ésta se describen de forma 

detallada las partes de los sistemas desarrollados, así como los prototipos tanto del 

generador de campo magnético como el sistema de medición de impedancia 

eléctrica transepitelial. También este capítulo muestra los procedimientos de 

experimentación para evaluar los efectos de la aplicación del campo magnético en 

cultivos celulares. 

En el capítulo 4 se describen las diferentes pruebas de caracterización y 

simulación del sistema generador de campo magnético y los procedimientos de 

validación de ambos sistemas desarrollados; el generador de campo magnético y el 

medidor de impedancia eléctrica transepitelial. En este capítulo también se 

presentan los resultados de la experimentación con los cultivos celulares. 
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En el capítulo 5 se exponen las discusiones referentes a los resultados obtenidos 

de la validación de los sistemas desarrollados. Además, se discute sobre los 

resultados de la experimentación de cada uno de los parámetros observables. 

El capítulo 6 presenta conclusiones del trabajo desarrollado.  

En el capítulo 7 se proponen los trabajos a futuro y las perspectivas. 

Por último, el apartado de anexos describe de manera detallada los 

procedimientos de simulación, desarrollos matemáticos, códigos de los programas 

desarrollados en las diferentes plataformas de programación. También se muestran 

los planos de las piezas de cada uno de los sistemas desarrollados, así como los 

diagramas y circuitos electrónicos. Finalmente, se expone la metodología de 

experimentación donde se detallan los procedimientos de cada una de las técnicas 

utilizadas. 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE 

 

2.1. Exposiciones a campo magnético y electromagnético de extrema baja 

frecuencia en la vida cotidiana 

 

Los campos electromagnéticos están presentes en todos los lugares y todo el 

tiempo, un ejemplo de esto, por supuesto es la luz. Los campos eléctricos y 

magnéticos forman parte del espectro electromagnético, el cual abarca desde los 

campos magnéticos estáticos (0 Hz) hasta los rayos gamma, con frecuencia de 300 

ExaHertz (EHz) (1EHz= 1x1018 Hz). Se ha reportado cómo las radiaciones 

electromagnéticas interactúan con las estructuras biológicas y la frecuencia de las 

ondas determina que se presenten efectos ionizantes y no-ionizantes [8]. En el caso 

de las radiaciones ionizantes, las cuales poseen energía suficiente para romper 

algunos enlaces moleculares, son conocidas por causar quemaduras cutáneas o 

algunos tipos de cánceres, entre otros efectos adversos [9]. Estas radiaciones se 

presentan en las frecuencias más altas del espectro electromagnético, en tanto que 

las no-ionizantes se encuentran en las frecuencias intermedias y bajas. 

Es por eso que la Organización Mundial De La Salud (OMS) busca establecer los 

límites de exposición a campos electromagnéticos (CEM) en lugares de trabajo y 

casas habitación [10]. Asimismo, la Comisión Internacional para la Protección de la 

Radiación No-Ionizante (ICNIRP, por sus siglas en inglés), la cual es un organismo 

no gubernamental que se encarga de evaluar las investigaciones y establecer los 

límites de exposición de CEM, recomienda periodos cortos de exposición a campos 

magnéticos de extrema baja frecuencia (ELF-MF). . Fuera de las consideraciones y 

recomendaciones hechas por este organismo  para evitar la sobre-exposición a 

estas radiaciones, no se tiene evidencia clara de las alteraciones debidas a las 

exposiciones de ELF-MF en seres vivos [11].  

En este capítulo se presenta una breve recopilación de estudios relacionados con 

los efectos de la aplicación de campos magnéticos de baja frecuencia. 

 

2.1.1. Impacto de los campos magnéticos en el ámbito social 

 

Durante el desarrollo de los sistemas de suministro de energía eléctrica, se 

establecieron 2 estándares de frecuencia para la generación de corriente alterna 
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(CA) que siguen vigentes hasta el día de hoy, 50 Hz y 60 Hz. Ambos estándares se 

sitúan en el rango de las ondas denominadas de extrema baja frecuencia. 

El estar expuestos a radiaciones de campos magnéticos no es algo que se pueda 

evitar. Tanto el vivir o trabajar cerca de las líneas de transmisión de energía como 

el uso de motores eléctricos, dispositivos electrodomésticos y por supuesto el 

campo magnético terrestre, hacen que cada día se tenga una exposición a los 

campos magnéticos de baja frecuencia.  

 

2.1.2. Efectos negativos de la exposición de campos magnéticos en estudios 

epidemiológicos 

 

Se ha hablado mucho acerca de los efectos de la exposición a campos 

magnéticos, debido a una alta incidencia de ciertos tipos de cáncer en personas que 

viven o trabajan cerca de ambientes expuestos. Los estudios epidemiológicos más 

conocidos son los casos de leucemia relacionados con los campos magnéticos de 

las líneas de transmisión (Feychting, 1997) [12]. 

Savitz y Loomis, en 1995, encontraron que las exposiciones a campo magnético 

se vincularon con leucemia y con cáncer en el cerebro. Estos autores recopilaron 

información de trabajadores de las principales compañías eléctricas en los Estados 

Unidos de Norteamérica, entre 1950 y 1986, observándose que el total de muertes 

a causa de cáncer aumentó ligeramente con la exposición a campos magnéticos 

[5]. Desde hace varias décadas se ha tenido la creencia de que existe una relación 

entre la exposición a campos magnéticos de baja frecuencia y el cáncer. Sin 

embargo, diversos autores realizaron estudios sin llegar a una conclusión que 

demostrara dicha relación [6], [13].  

En el año 2002, la Agencia Internacional para Investigación del Cáncer (IARC) 

clasificó en el “grupo 2B” a los campos magnéticos de baja frecuencia como 

“posiblemente cancerígenos para los humanos” [14]. Se basaron en un análisis 

combinado de diferentes estudios y reportaron un pequeño aumento en el riesgo de 

leucemia en niños después de una exposición a los campos magnéticos de extrema 

baja frecuencia [15]. Por otra parte, Michael Carlberg et al., basado en su estudio 

del 2017, concluyeron que no existe una asociación de la exposición de campo 

magnético y el riesgo de cáncer del tipo meningioma [16]. 
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2.2. Efectos biológicos de la exposición a campos magnéticos de extrema baja 

frecuencia 

 

2.2.1. Estudios in vivo 

 

En ciencia, in vivo se refiere a experimentación hecha dentro o en el tejido vivo 

de un organismo, la cual puede realizarse tanto en humanos como en animales. 

J. I. Jacobson et al., reportaron resultados de un tratamiento del dolor en 

personas con osteoartritis basado en la aplicación de campos magnéticos. Se 

seleccionaron 176 pacientes separados aleatoriamente en 2 grupos, los expuestos 

a los campos magnéticos y los de efecto placebo. Después de 2 semanas de 

exposición, se observó una disminución del dolor en el 48% de los expuestos contra 

el 8% de los pacientes con placebo. Los autores concluyeron que los campos 

magnéticos pueden ser seguros y parcialmente útiles en personas con dolor crónico 

de rodilla asociado a la osteoartritis [17]. 

En otro estudio (H. De Paz, 2001), se determinó el efecto del campo magnético 

de baja frecuencia sobre el proceso de cicatrización de la piel. Se emplearon 30 

ratones Balb-C distribuidos en 6 grupos. Los 2 primeros grupos para conocer las 

posibles modificaciones de la piel con la aplicación o no de campos magnéticos. Los 

4 restantes permitieron determinar las particularidades macroscópicas y 

microscópicas de la piel de los animales, luego de realizarse heridas cutáneas y 

aplicarse el campo magnético con la bobina de Helmholtz. La frecuencia utilizada 

fue de 60 Hz y una intensidad de 100 G (10 mT). Los autores concluyeron que el 

campo magnético de baja frecuencia no produce modificaciones significativas sobre 

la piel de los animales de experimentación empleados. Esto coincide con otros 

resultados en humanos, en el sentido de que este agente magnético, aplicado a 

baja frecuencia e intensidad y por corto tiempo, no induce efectos nocivos en las 

ratas [18]–[21]. 

En otros estudios, el efecto de campos magnéticos en la germinación de semillas 

de arroz y tomate mostraron que los campos magnéticos estacionarios, con 

intensidades de 50 G y 100 G, estimularon la germinación de esas semillas , al igual 

que el crecimiento de plántulas de tomate entre 8%-18% [22]. 
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2.2.2. Estudios in vitro 

 

Los estudios in vitro pueden proveer información para entender lo que sucede 

en un organismo completo. Su principal objetivo es observar el comportamiento 

de la materia viva fuera de su entorno bajo las condiciones necesarias para 

estudiar las células fuera del tejido. Los principales factores por considerar son: 

temperatura, humedad, concentraciones de CO2, entre otros, ya que de ellos 

depende la viabilidad y el crecimiento celular de la muestra bajo estudio. [23], 

[18]. 

En un estudio realizado por Fanelli et al., 1999, células U937 y CEM, 

provenientes de seres humanos, fueron expuestas a magnitudes de campo 

magnético estático de 6 – 60 Gauss. Se observó un incremento en la 

supervivencia de las células mediante la inhibición de la apoptosis a través de la 

afluencia de los iones de Calcio (Ca2+). La apoptosis se indujo de tal manera que 

se pudiera observar el efecto antiapoptótico provocado por los campos 

magnéticos [25]. 

En otro estudio realizado por Jung et al., se reportó cómo las células 

nerviosas, provenientes de sujetos con enfermedades neurodegenerativas, 

mostraron un incremento en la diferenciación neuronal al exponerse a ELF-EMF. 

Las características del campo magnético y tiempos de exposición fueron 10 G 

de amplitud a 50 Hz durante 5 días consecutivos [26]. 

En estudios hechos por Focke et al., en cultivos primarios de fibroblastos 

humanos, encontraron un incremento significativo en la fragmentación del ADN. 

La alteración en el ADN la detectaron por electroforesis en gel para una sola 

célula (Comet assay) después de exponer fibroblastos a una densidad de campo 

magnético intermitente de 10 G @ 50 Hz durante 15 h [27]. 

Para los estudios in vitro se ha reportado el uso de generadores de campo 

magnético cuya característica principal es el proporcionar un campo magnético 

uniforme en la región de trabajo. Sin embargo, la mayoría de los generadores 

utilizan la frecuencia de la línea eléctrica para generar el campo magnético 

sinusoidal, restringiendo los estudios sólo a esa frecuencia. 
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2.3. Métodos y procedimientos de generación de campo magnético para 

experimentación e investigación 

 

Comúnmente, para generar campos magnéticos con fines de experimentación in 

vitro se suelen utilizar 2 tipos de fuentes: los campos magnéticos estáticos y los 

campos magnéticos variantes en el tiempo. Los parámetros que se toman en cuenta 

para la experimentación in vitro, al igual que la frecuencia y densidad de flujo 

magnético, son la uniformidad del campo y el tiempo de exposición. Los casos 

descritos en la sección 2.2, muestran que variaciones en los valores de estos 

parámetros, aplicados a tejidos biológicos, tienen efectos diferentes. 

 

2.3.1. Campo magnético estático y variable en el tiempo 

 

Los campos magnéticos estáticos son campos constantes en los cuales ni la 

magnitud del campo magnético ni su dirección cambian a través del tiempo. Es 

decir, la magnitud del campo se comporta como una señal con frecuencia de 0 Hz. 

 Los seres humanos nos encontramos expuestos a campos magnéticos estáticos 

que van desde 0.5 G (campos magnéticos de la tierra) hasta casi 105 G (resonancia 

magnética). La fuente más común de los campos magnéticos estáticos son los 

imanes permanentes ya sea natural (magnetita) o hecho de aleaciones de 

materiales ferromagnéticos [2], [28]. 

Otra fuente de generación de campo magnético es mediante la circulación de 

corriente eléctrica a través de un conductor. Al circular una corriente constante se 

puede obtener un campo magnético estático. A diferencia de los imanes, los 

sistemas de generación de campo magnético, basados en bobinas, generan un 

campo magnético variable en el tiempo, con cambio continuo o pulsado.  

 

2.3.2. Campo magnético basado en bobinas 

 

Para experimentos in vitro resulta de fundamental importancia generar campos 

magnéticos uniformes, para garantizar en todo momento las mismas condiciones 

de exposición en un volumen de trabajo definido [29]. 
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Se han estudiado configuraciones de bobinas en paralelo o en serie que permiten 

delimitar una región de trabajo espacial o volumen, donde la densidad de campo 

magnético se mantiene constante y uniforme [30], [31]. 

A continuación, se mencionan las principales configuraciones de bobinas y sus 

características. 

 

2.3.2.1. Sistemas de bobinas cuadradas  

 

En estos sistemas de bobinas, la principal característica es que son utilizados 

para volúmenes de trabajo muy amplios, son relativamente fáciles de elaborar y al 

igual que los arreglos de bobinas circulares, el campo magnético se determina 

mediante modelos matemáticos bien establecidos. 

En la Fig. 2.1 se observa el arreglo de bobinas cuadradas de Rubens [32], el 

número de vueltas es proporcional a los números indicados en la figura y el campo 

magnético en la región uniforme está dado por (1): 

 
𝐵 =

1.878 𝑥 10−6𝑁𝑖

𝑑
 

(1) 

 

Donde 𝑖 es igual a la corriente (A) que circula por las bobinas, N es el número de 

vueltas y d es la longitud de los lados de la bobina cuadrada en metros, todo 

multiplicado por la constante 1.878 x 10-6 [32]. 

 

Fig. 2.1. Sistema de 5 bobinas tipo Rubens [32]. 
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En los sistemas de 4 bobinas cuadradas propuestos por Merritt [33], a diferencia 

del propuesto por Rubens, la separación entre las bobinas sigue la relación a/b= 

0.128106 y b/d= 0.505492, donde a y b son distancias del centro a las bobinas y d= 

¼ del perímetro (Fig. 2.2). En este caso, el campo magnético uniforme está dado 

por (2). 

 
𝐵 =

1.795 𝑥 10−6𝑁𝑖

𝑑
 

(2) 

 

Cabe señalar que la corriente de las bobinas interiores (azules) y exteriores 

(rojas) son diferentes de tal forma que pretende conservar la relación de: 𝑁𝑖 bobinas 

interiores / 𝑁𝑖 bobinas exteriores = 0.423514 [33]. 

 

Fig. 2.2. Sistema de 4 bobinas tipo Merritt [33]. 

 

Similar al sistema Merritt de 4 bobinas, se encuentra el arreglo Alldred & Scollar 

de 4 bobinas. La diferencia de este arreglo respecto al de Merritt, es que no se 

conservan las relaciones de los perímetros de las bobinas interiores y exteriores. En 

Fig. 2.3 se observa la configuración de este arreglo de bobinas. 
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Fig. 2.3. Sistema de 4 bobinas tipo Alldred & Scollar [34]. 

 

Otra configuración de bobinas cuadradas es la formada por 3 bobinas, también 

propuesta por Merritt (Fig. 2.4). De forma similar a las configuraciones anteriormente 

mencionadas, en este arreglo, la separación de las bobinas (s) respeta la relación 

s/d=0.821116. El campo magnético para la zona de trabajo en este sistema está 

dado por (3). 

 
𝐵 =

1.749 𝑥 10−6𝑁𝑖

𝑑
 

(3) 

 

 

Fig. 2.4. Sistema de 3 bobinas tipo Merritt [33]. 
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2.3.2.2. Sistemas de bobinas circulares  

 

Los sistemas de bobinas circulares al igual que los de bobina cuadrada sirven 

para generar un campo magnético uniforme en una región determinada (volumen 

de trabajo). En los sistemas circulares dicha región es más reducida. Sin embargo, 

estos sistemas suelen ser mayormente utilizados por su simplicidad en las 

configuraciones de las bobinas y por su sencillez en cuanto a su elaboración. 

Entre los sistemas de bobinas circulares tenemos el propuesto por Lee-Whiting 

[35], el cual consta de 4 bobinas. En este arreglo, la relación entre el número de 

vueltas de las bobinas interiores y exteriores es de 4:9 como se muestra en Fig. 2.5. 

 

Fig. 2.5. Configuración de bobinas Lee-Whiting [35]. 

 

 

Sistema de bobinas Helmholtz 

 

Este sistema es el más usado en aplicaciones en el ámbito médico biológico, 

esencialmente por la simplicidad en su diseño y construcción, aunado a la 

uniformidad de campo en la región de trabajo. Esta configuración consta de 2 

bobinas conectadas en serie y con igual número de vueltas, lo cual garantiza la 

misma corriente circulante en ambas [36]. 

En Fig. 2.6 se muestra la geometría del arreglo de bobinas Helmholtz, donde r 

corresponde al radio de las bobinas, así como la separación entre ellas. 
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Mediante los parámetros geométricos (N es el número de vueltas) y la magnitud 

de corriente eléctrica circulante (i), se determina el campo magnético en la región 

de trabajo empleando (4). 

 
𝐵 =

8.9917 𝑥 10−7𝑁𝑖

𝑟
 

(4) 

 

 

Fig. 2.6. Geometría del arreglo de bobinas Helmholtz [36]. 

 

En la TABLA 2.1.se presenta un resumen de los sistemas de bobinas descritos 

anteriormente y sus principales características. 

 

TABLA 2.1. COMPARATIVA DE LOS ARREGLOS DE BOBINAS [31]. 

Arreglo de 

bobinas 

Forma de 

las bobinas 

Número de 

bobinas 

 Relación de 

diámetro o lado 

de las bobinas 

Relación de 

corriente-

vueltas 

Campo 

central 

(𝝁𝑻/A) 

Rubens Cuadradas 5 d, d, d, d, d 19/4/10/4/19 35.69/d 

Merritt et al. Cuadradas 4 d, d, d, d 26/11/11/26 46.65/d 

Alldred & Scollar Cuadradas 4 .95d, d, d, .95d 12/11/11/21 40.29/d 

Merritt et al. Cuadradas 3 d, d, d 39/20/39 68.21/d 

Lee-Whiting Circulares 4 d, d, d, d 9/4/4/9 17.96/d 

Helmholtz Circulares 2 d, d 1/1 1.798/d  

Se destaca que el arreglo de bobinas Helmholtz es el más simple de elaborar por 

la cantidad de bobinas que tiene, aunado a que las bobinas son idénticas en número 

de vueltas y en tamaño. 
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En Fig. 2.7 se muestran esquemáticamente los cálculos numéricos del campo 

magnético en la región de trabajo, en donde se busca que la intensidad se conserve 

uniforme. Los cálculos fueron realizados en un área de 2𝑥2 𝑚2, en corte central. Las 

variaciones de la uniformidad del campo se muestran en porcentaje. Las áreas 

obscuras muestran la región de campo magnético con variaciones en la uniformidad 

menores al 0.02% [31]. 

No obstante que tenemos arreglos en donde el campo magnético se conserva 

uniforme en un mayor volumen de trabajo, el costo beneficio que nos ofrece el 

arreglo de bobinas Helmholtz resulta más apropiado para los requerimientos de 

simplicidad y espacio físico. 

 

Fig. 2.7. Uniformidades del campo magnético en la región de trabajo los diferentes arreglos de 

bobinas (zona oscura) [31]. 
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2.4. Fisiología epitelial  

 

El mayor reto de las investigaciones con materia viva es aplicar los conocimientos 

para mejorar la calidad de vida humana. Es bien sabido que, antes de someter a 

seres humanos a experimentos de cualquier índole, generalmente se tienen que 

realizar experimentaciones sobre modelos celulares. Los tejidos epiteliales son 

utilizados como modelo de estudio para las radiaciones magnéticas in vitro. 

Los tejidos epiteliales se encuentran distribuidos en los organismos vivos, 

representando en su conjunto más del 60 % de todas las células del cuerpo humano. 

Son tejidos avasculares siendo las células nutridas por el tejido conectivo 

subyacente. 

Cabe destacar que los tejidos epiteliales son el origen de diversos cánceres y 

que éstos se han relacionado con la exposición de las células de estos tejidos a 

estímulos químicos o físicos, como la exposición a campos magnéticos. 

Se constituyen por células muy cercanas y unidas entre sí, llevando a cabo 

diferentes roles especializados, en donde cada una de las funciones es lograda de 

acuerdo con la organización estructural de las células epiteliales. El epitelio 

básicamente está formado por 3 partes: células, uniones estrechas y una membrana 

basal la cual sirve de soporte estructural para las células epiteliales. La estructura 

del epitelio se muestra en Fig. 2.8.  

 

Fig. 2.8. Monocapa celular epitelial: (1) membrana apical, (2) membrana basolateral, (3) unión 
estrecha, (4) espacio intercelular , (5) membrana basal [37]. 

La principal función del epitelio es mantener una barrera (membrana epitelial) que 

funciona con una permeabilidad selectiva, es decir, regulan el intercambio de 

 

Lado apical 

Lado basolateral 
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materiales entre los lados de la barrera celular de acuerdo con las necesidades del 

organismo.  

Para generar la membrana epitelial es necesario que las células se acomoden en 

forma de una lámina continua y orientadas de manera que una cara es el lado basal 

y la otra el lado apical de la membrana. La unión de las células se realiza mediante 

uniones intercelulares llamadas uniones estrechas (TJ) situadas muy cerca de la 

cara apical [38]. 

Existe una membrana que sirve como soporte físico, además de servir como 

separación de otros tejidos, llamada membrana basal, la cual está compuesta por 

una red de colágeno y filamentos proteicos [39]. 

Los epitelios requieren una correcta polarización apical–basal de las células para 

el buen funcionamiento de los organismos (homeostasis). Los mecanismos de la 

polarización de las células no solo son responsables de la diversificación de las 

formas de las células sino también de la regulación y diferenciación de éstas. Un 

mal funcionamiento de la polarización, así como una excesiva reproducción celular 

pueden llegar a ser un indicador de cáncer. Por ello se dice que la mayoría de los 

cánceres humanos son derivados de los tejidos epiteliales. [40]–[42]. 

El transporte a través del epitelio puede realizarse utilizando los espacios 

intersticiales del mismo, la denominada vía paracelular; o bien atravesando la célula 

epitelial mediante el cruce de dos membranas celulares y el citoplasma, la llamada 

vía transcelular [43] (Fig. 2.9). 

 

Fig. 2.9. Transporte a través del epitelio [43]. 

Vía paracelular Vía transcelular 
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2.4.1. Cultivos celulares (modelos de epitelio) 

 

En la sección 2.2.1 se mencionaron algunos de los estudios que se han realizado 

para conocer el efecto del campo magnético sobre el tejido vivo. Este proyecto está 

enfocado en los estudios in vitro. En consecuencia, se requiere tener un panorama 

general de cultivos celulares. 

Los cultivos celulares se dividen en 2 tipos: los primarios y las líneas celulares. 

Los primarios son las células tomadas directamente de un organismo o un tejido y 

se deben separar de los órganos para sembrarlos en condiciones adecuadas que 

permitan su uso experimental. Por otro lado, las líneas celulares son células que 

modificaron su estructura genética para inmortalizarse de manera que al 

reproducirse se garantiza que conservan las mismas características que las células 

madres; para ello se requieren realizar pasajes celulares. El pasaje celular, también 

denominado pase de las células, es un procedimiento importante para mantener los 

cultivos celulares por más tiempo y así evitar la senescencia asociada a situaciones 

prolongadas de alta densidad celular. El pasaje se logra transfiriendo un pequeño 

número de células a otro espacio en donde las células se puedan dividir hasta llegar 

a confluencia . 

Una de las líneas celulares de mayor estudio es la Madin-Darby Canine Kidney 

(MDCK), desarrollada por S. H. Madin and N. B. Darby en 1958, la cual contiene 

células con una morfología epitelial, situadas en la nefrona en un riñón de perro 

cocker spaniel [44]. 

Las células MDCK comúnmente son usadas para generar un modelo del epitelio 

para estudiar la regulación del crecimiento celular y los mecanismos de transporte 

del epitelio [45]–[47]. 

 

2.5. Condiciones normales de crecimiento y mantenimiento celular. 

 

Las células se cultivan y mantienen en condiciones apropiadas de temperatura y 

mezcla de gases (habitualmente, 37°C, 5% CO2 y 95% aire) en una incubadora 

[23], [24]. Además de la temperatura y la mezcla de gases, el factor más 

comúnmente variado en los sistemas de cultivo es el medio de crecimiento para 

cultivo celular.  
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Los medios de cultivo por lo general derivan de algunos tipos de sueros como el 

suero fetal bovino. En ocasiones, al medio se le agrega algún antibiótico para 

hacerlo resistente a contaminaciones [48]. Es de vital importancia realizar un cambio 

del medio de cultivo cada que se requiera ya que las células se alimentan 

directamente del medio y en él desechan lo que no necesitan. 

Un ambiente controlado es muy importante para los estudios in vitro, además de 

simular las condiciones normales de crecimiento tal como se encuentran dentro de 

un organismo. Los experimentos requieren ser repetibles y al controlar los 

parámetros ambientales se asegura evitar que un cambio en ellos pueda inducir 

información adicional a las cuantificaciones que queremos observar. Es por ello que 

los experimentos debieran realizarse dentro de cámaras de ambiente controlado o 

incubadoras. 

 

2.6. Técnicas de medición para modelos de barrera celular in vitro. 

 

Debido a que el epitelio juega un papel muy importante en los procesos de 

transporte y flujo tanto de moléculas como de iones, es claro que se requiere de una 

comprensión de la estructura epitelial.  

Existen métodos para los estudios de la estructura epitelial, como los análisis 

morfométricos y los video análisis [49]–[51]. Sin embargo, estos métodos no 

permiten un monitoreo de las características estructurales, como las áreas y las 

conductancias de la membrana.  

Diversas técnicas eléctricas han sido usadas para estudiar las propiedades del 

transporte epitelial, incluidos métodos de medición transepitelial en corriente directa 

(DC) y el análisis de la impedancia eléctrica [37]. A continuación, se exponen los 

principales métodos de medición eléctrica transepitelial para una aproximación a la 

estructura del epitelio. 

 

2.6.1. Resistencia eléctrica Transepitelial 

 

La medición de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) es una técnica 

cuantitativa ampliamente aceptada para medir la integridad de la dinámica de la 

unión estrecha en modelos de cultivo celular de monocapas endoteliales y 

epiteliales. 
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El cultivo de las células epiteliales en insertos o filtros de soporte porosos emula 

las condiciones in vivo, permitiendo el suministro de nutrientes desde el 

compartimiento basolateral y así promueve la diferenciación celular similar a la del 

tejido nativo [52]. 

Las células MDCK tienen de 3-5 µm de altura cuando se siembran en soportes 

sólidos, mientras que en filtros porosos logran de 10 -15 µm de altura. Esto se debe 

a que las células sembradas en base sólida no tienen la capacidad de adquirir los 

nutrientes del lado basolateral (Fig. 2.10a) a diferencia de las que son sembradas 

en filtros porosos (Fig. 2.10b), donde las células obtienen los nutrientes de la 

superficie basolateral siendo polarizadas en una monocapa con forma de columna 

[52]. El desarrollo de las células en estos filtros también permite la llegada de 

nutrientes desde el lado apical. 

 

 

Fig. 2.10. a) Células cultivadas en soportes sólidos como vidrio o plástico. b) Células cultivadas en 
filtros porosos [52]. 

 

El epitelio se puede caracterizar eléctricamente como un arreglo de resistencias 

y capacitores en paralelo a lo largo de toda la monocapa celular. Sin embargo, por 

practicidad y porque se desconoce el número total de células, se toma por unidad 

de área. Claude [53], propuso un modelo eléctrico de la monocapa celular (Fig. 2.11) 

con elementos resistivos y capacitivos.  

La Fig. 2.11 muestra el diagrama de circuito equivalente de una monocapa 

celular. Las resistencias Rj y Ri, corresponden a la vía paracelular y representan la 

resistencia de las uniones estrechas y la resistencia del espacio intersticial 

respectivamente. Cada una de las membranas (apical y basolateral) se representan 

con una resistencia y una capacitancia en paralelo (Ra//Ca + Rb//Cb) y corresponden 

a la vía paracelular [54]. Se consideran capacitancias en las membranas por su 

habilidad de almacenar cargas iónicas. 

Membrana apical 

Unión estrecha 

Membrana Basolateral 

 Monocapa celular 

Medio de cultivo 

Medio de cultivo 

Medio de cultivo 
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Fig. 2.11. Diagrama del circuito eléctrico equivalente de una monocapa celular [54]. 

 

El circuito equivalente se puede reducir ya que Ri es prácticamente 0 Ω, entonces 

se considera corto circuito y se elimina del modelo. Ra y Rb poseen valores muy 

elevados de resistencia (arriba de 2 GΩ) por lo que se eliminan del circuito [55], [56], 

dejando a Ca y Cb formar una sola capacitancia Ccel. (Fig. 2.12). 

 

Fig. 2.12. Diagrama del circuito eléctrico reducido de la monocapa celular. 

 

La resistencia Rj es también llamada resistencia eléctrica transepitelial (TEER). 

Los valores TEER son fuertes indicadores de la integridad de las barreras celulares, 

y el efecto de fármacos o productos químicos puede ser valorado por medio de los 

cambios inducidos por éstos en la TEER [57]–[59]. También existen reportes donde 

se utilizan los valores de TEER para evaluar la permeabilidad del epitelio debido al 

tratamiento con bacterias probióticas en el intestino [60]. Se ha reportado el uso de 

epitelios como las líneas celulares MDCK -C7 para detectar células de metástasis 

de tumor mediante la medición de la TEER [61], [62]. 

La TEER se calcula mediante la relación voltaje/corriente utilizando la ley de 

Ohm. Sin embargo, las corrientes en DC pueden dañar tanto las células como los 
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electrodos [63], es por eso que en los instrumentos comerciales la TEER se calcula 

al inducir una corriente cuadrada de baja frecuencia (±20 µA @ 12.5 Hz) a través 

de la monocapa mediante un par de electrodos (E1 y E2) y efectuar la medición del 

voltaje de la monocapa. Debido a la característica de los capacitores al funcionar 

como circuito abierto en bajas frecuencias, se puede decir que la impedancia 

medida corresponde únicamente a la TEER. Cabe destacar que en la medición de 

la TEER van incluidas las resistencias del medio y del filtro, es por eso que se 

requiere medir un blanco y restárselo a la medición obtenida por los dispositivos 

comerciales. Este blanco es el valor de la resistencia medido en el filtro, en ausencia 

de las células. 

La Fig. 2.13a muestra los electrodos tipo chopstick los cuales se introducen al 

medio de modo que un electrodo (E1) quede sumergido en el medio que se 

encuentra en contacto con el lado basolateral de la membrana y el otro electrodo 

(E2) quede del lado apical. Por otro lado, la Fig. 2.13b muestra la condición de un 

electrodo en base (E1) y otro en la parte superior (E2) (Arreglo Endohm).  

 

Fig. 2.13. Tipos de montaje para las mediciones de TEER, a) Medición mediante electrodos tipo 
chopstick, b) Medición mediante electrodo base y superior (Arreglo Endohm).  

 

Esta última configuración proporciona lecturas más precisas debido a que no 

existe manera de cometer error en la colocación de los electrodos, a diferencia de 

los electrodos chopstick que cualquier inclinación en ellos puede provocar lecturas 

erróneas, como se muestra en la Fig. 2.14. Un estudio reportó que se encontraron 

diferencias significativas en los valores pico de TEER utilizando los 2 tipos de 

electrodos (chopstick vs Endohm) [64], siendo menos frecuentes los errores de 

medición con los electrodos tipo Endohm. 

 

a) b) 

E1 

E2 
E1  E2 
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Fig. 2.14. a) Forma correcta de colocar los electrodos, b) Error de colocación por ángulo , c) Error 

de colocación por profundidad [65]. 

 

Los instrumentos medidores de TEER se denominan Voltóhmetros. Los dos 

equipos principales comercialmente son EVOM (World Precision Instruments, USA) 

y los Millicell® ERS (Merck, Alemania) mostrados en la Fig. 2.15. 

 

 

Fig. 2.15. Medidores comerciales de TEER.  

  

Las variaciones en los valores de TEER pueden deberse a cambios de 

temperatura [66], a la composición y cantidad del medio y al número de pasaje de 

las células [63]. 

a) b) c) 
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La TEER puede ser muy baja (6 Ω·cm2) en algunos tejidos, como el intestino 

delgado, vesícula biliar, y túbulo proximal del riñón que transportan grandes 

cantidades de agua y solutos [67]. En otros tejidos, como la piel de rana, la vejiga, 

la mucosa del estómago, son mucho más restrictivas al paso de agua y otras 

moléculas por la vía paracelular (12,000 Ω·cm2 en la vejiga urinaria [53]).  

Se dice que un epitelio puede ser “tight” o “leaky” (cerrado o abierto) dependiendo 

de su TEER. Mediciones superiores a los 1000 Ω cm2 se considera un epitelio 

cerrado [68], [69], mientras que en un epitelio abierto, la TEER se encuentra en el 

orden de los 100 Ω cm2 [70]. 

Mientras exista un mayor número de células en un área, el espacio entre las 

células se reduce y la corriente que puede circular por esos espacios es menor y la 

TEER aumenta. En las células MDCK la TEER alcanza un valor máximo a los 2 días 

(Fig. 2.16) de sembrado para posteriormente estabilizarse en un valor de menos de 

200 Ω·cm2. Esto se debe a que el epitelio contiene células en diferentes estados del 

ciclo celular. Cuando las células son sembradas, tienen que generar uniones de 

nuevo, lo que hace que entren en un proceso de sincronización y al transcurrir los 

días pierden la sincronización, manteniendo un equilibrio en la TEER [71].  

 

Fig. 2.16. Densidad celular (-○-) y TEER (-●-) de células MDCK en función del día de siembra [71]. 

 

2.6.2. Impedancia eléctrica Transepitelial 

 

De igual manera que la TEER, la impedancia eléctrica transepitelial (TEEI, por 

sus siglas en inglés) es la oposición al flujo de corriente a través de la monocapa 
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celular en los filtros permeables. A diferencia de la TEER cuya medición se realiza 

en una sola frecuencia baja, la TEEI se obtiene al variar la frecuencia. 

Basados en el modelo eléctrico de la Fig. 2.12, mediante la medición de la TEEI, 

no solamente podemos obtener la TEER sino también la capacitancia de la célula 

Ccl. Por lo que a partir de esta sección, cada vez que se mencione TEEI se asume 

que se refiere a los dos los parámetros: TEER y Ccl. 

Para la medición de la Impedancia eléctrica se requiere añadir al modelo eléctrico 

la impedancia de los electrodos y del medio de cultivo, quedando como se muestra 

en la Fig. 2.17. 

 

Fig. 2.17. Modelo eléctrico de la monocapa celular incluyendo capacitancia del electrodo y 
resistencia del medio de cultivo [54], donde Z = impedancia eléctrica equivalente total de la 

monocapa celular. 

 

La respuesta en frecuencia de la magnitud de la TEEI se debe a la característica 

que tienen las células de actuar como capacitores, así como las propiedades 

dieléctricas de la interfaz electrodo-electrolito que también tiene un comportamiento 

capacitivo. 

La manera más sencilla de obtener los valores de los elementos del modelo 

eléctrico de la monocapa es midiendo la impedancia a frecuencias diferentes y 

realizando una estimación de los parámetros con la magnitud de impedancia leída 

en ese espectro. 

La curva característica de la magnitud de la impedancia a través de la frecuencia 

en una monocapa celular se muestra en la Fig. 2.18. La figura muestra la manera 

en que cada componente individual afecta de manera significativa a la forma de la 

gráfica del comportamiento de la impedancia eléctrica. 

 

Z 
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Fig. 2.18. (A) Espectro de la impedancia eléctrica de una monocapa a diferentes frecuencias. (B) 
Diagrama del circuito equivalente de una monocapa [54], donde se observa que cada uno de los 

componentes del modelo eléctrico actúa directamente sobre el espectro de la impedancia eléctrica. 

Existen en el mercado diferentes sistemas de medición de la TEEI. Uno de los 

principales y más comunes sistemas comerciales es el CellZscope® (nanoAnalytics, 

Alemania). El sistema cuenta con un arreglo multipozo para colocar los filtros 

permeables, un electrodo común en la base y múltiples electrodos superiores (uno 

por cada uno de los filtros permeables). El sistema combina hardware con software, 

por lo que se conecta a la computadora para hacer la adquisición de los datos de 

manera continua. Los datos arrojados por el sistema son: la resistencia eléctrica 

transepitelial, la capacitancia celular así como la resistencia del medio de cultivo. La 

Fig. 2.19 muestra el arreglo multipozo del medidor comercial CellZscope®. 

 

Fig. 2.19. Arreglo multipozo del instrumento CellZcope Nano analytics [72]. 
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2.7. Ensayo de la técnica de “cierre de herida” para la evaluación de la migración 

celular. 

 

La migración celular se define como el movimiento de células de un lugar a otro 

[73], [74]. Es un proceso por el cual los organismos se mantienen y se desarrollan, 

desempeña un papel importante en la quimiotaxis (movimiento de las células en 

respuesta a un estímulo químico), y en el proceso de regeneración de tejido y el 

cáncer [75]. 

El ensayo de cierre de herida (scratch wound assay) es un método bien 

desarrollado, de bajo costo y sencillo de ejecutarse para observar el 

comportamiento de las células en relación con la migración celular in vitro. Este 

método consiste en realizar una herida en la monocapa confluente celular con una 

punta de una pipeta y observar el movimiento de las células a través de un 

microscopio, a manera que cubran la superficie dañada [76], [77]. La Fig. 2.20 

muestra la manera en la que se realiza la herida en la monocapa celular. 

 

Fig. 2.20. Migración celular con el método de ensayo de cierre de herida [78]. 

 

2.8. Técnica de Inmunofluorescencia  

 

La expresión de las proteínas de una célula depende de los estímulos que 

reciban. Es por eso que se requiere un método para observar la presencia de 

proteínas específicas.  

Una forma de detectar dichas proteínas es mediante la inmunofluorescencia, la 

cual es es una técnica para la detección de estructuras subcelulares.Para ello se 

emplean anticuerpos para detectar y localizar proteínas específicas en células y/o 

tejidos. 
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Los anticuerpos son proteínas que tienen la capacidad de reconocer 

específicamente y unirse con alta afinidad a otras moléculas (antígenos), estos a su 

vez se unen a fluorocromos capaces de ser detectados visualmente por 

microscopios de fluorescencia (microscopio confocal) [79]. 

La técnica de inmunofluorescencia se logra siguiendo los pasos mostrados en la 

Fig. 2.21.  

 

Fig. 2.21. Procedimiento de la técnica de inmunofluorescencia. 

 

 Mediante la fijación celular se mantiene la estructura biológica en la condición 

que existe in vivo (generalmente se utilizan fijadores con aldehídos, metanol o 

acetona) .  

 Para la permeabilización se utilizan detergentes no iónicos (ejemplo Tritón) 

produciendo poros en las membranas celulares que permiten el ingreso de los 

anticuerpos a la célula. 

 El bloqueo impide interacciones inespecíficas de los anticuerpos con el 

material biológico bajo análisis y así reduce la marcación inespecífica. 

Generalmente se utilizan soluciones protéicas concentradas como la albúmina 

sérica bovina (BSA). 

Fijación celular Permeabilización
Bloqueo de sitios 

inespecíficos

Inmunodetección

•Anticuerpos Primarios

•Anticuerpos Secundarios
Lavado Almacenado
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 Los anticuerpos para inmunofluorescencia están divididos en 2 categorías: 

anticuerpos primarios y secundarios. Estos dos grupos se clasifican según si se 

unen a antígenos o proteínas directamente o se dirigen a otro anticuerpo (primario) 

y éste, a su vez, está ligado a un antígeno o proteína [80]. La Fig. 2.22 ejemplifica 

la diferencia de los anticuerpos. 

 

Fig. 2.22. Diferencia entre inmunofluorescencia directa e indirecta [81]. 

 

Mediante la técnica de inmunofluorecencia aplicada a proteinas presentes en los 

núcleos celulares se puede determinar la forma y el tamaño de los núcleos 

celulares, al definirse los núcleos en las imágenes de la muestra observada. 

Directa Indirecta 
Antígeno 

Anticuerpo primario 

Anticuerpo secundario  

Fluoróforo 

Célula Célula 



B 
 





30 
 

CAPÍTULO 3. METODOLOGÍA 

 

En este capítulo se describe el desarrollo de la instrumentación necesaria para 

el control ambiental del medio de cultivo de los tejidos biológicos utilizados para la 

medición in situ de la impedancia eléctrica y la resistencia transepitelial, así como el 

desarrollo del generador de campo magnético de extrema baja frecuencia, ajustable 

en intensidad y frecuencia. Por otro lado, se presenta la metodología definida para 

la experimentación con campos magnéticos de extrema baja frecuencia en cultivos 

celulares, la cual incluye pruebas de medición de impedancia eléctrica, medición del 

porcentaje de confluencia a través del ensayo de cierre de herida y análisis de 

imagen del cultivo celular mediante microscopía confocal.  

 

3.1. Desarrollo de la instrumentación 

 

Generalmente, al desarrollar instrumentación se requieren de una serie de 

lineamientos y características como la exactitud,  precisión , error, resolución, entre 

otros, deberán tomarse en cuenta para garantizar  una experimentación repetible y 

confiable. En esta sección se definen los requerimientos para la construcción y 

desarrollo del dispositivo generador de campo magnético, del medidor de 

impedancia eléctrica transepitelial, así como de las metodologías para los 

experimentos biológicos descritos en esta tesis. 

 

3.1.1. Generador de campo magnético  

 

El objetivo central de este trabajo es el estudio del comportamiento de las 

monocapas celulares ante un estímulo magnético de baja frecuencia. Para ello se 

requiere tener una fuente de generación de campos magnéticos la cual se adapte a 

los objetivos de los experimentos. Esto es, generar un campo magnético de extrema 

baja frecuencia, con la capacidad de variar dicha frecuencia y a su vez de modificar 

la amplitud de la densidad de flujo magnético. 

La Fig. 3.1 muestra el esquema general del sistema generador del campo 

magnético diseñado y todos sus componentes.  
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Fig. 3.1. Diagrama general del generador de campo magnético: a) Interfaz gráfica, b) Tarjeta NI-
USB 6218® (National Instruments, USA), c) Arreglo de bobinas Helmholtz, d) Etapa de potencia y 

control del campo magnético generado por las bobinas, e) fuente de alimentación, f) Sensor de 
efecto Hall. 

A continuación, se describen de manera detallada cada uno de los componentes 

que componen el sistema generador de campo magnético, así como las 

consideraciones para llevar a cabo el prototipo final del generador. 

 

3.1.1.1. Diseño de las Bobinas Helmholtz 

 

La generación del campo magnético se efectúa mediante un arreglo de bobinas 

tipo Helmholtz. Se eligió esta configuración por su sencillez, eficiencia y tamaño 

pequeño, esto debido a que el generador estará alojado en una incubadora de 

cultivos celulares, cuyo volumen es relativamente reducido, 0.184 metros cúbicos 

(TC 230, Thermo Scientific Forma, Thermo Fisher Scientific, USA). 

El arreglo consta de un par de bobinas de igual tamaño, colocadas en un mismo 

eje y separadas por una distancia igual a su radio (ver Fig. 3.2). 

a) 

b) 

c) 

d) 

(f) 

e) 
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Fig. 3.2. Esquema general de un arreglo de bobinas Helmholtz. 

 

La intensidad de campo magnético en este arreglo de bobinas Helmholtz es 

directamente proporcional a la corriente circulante (𝐼) y al número de vueltas (𝑁) de 

cada una de ellas, e inversamente proporcional a la separación de las bobinas igual 

al radio (𝑅).De acuerdo con la ley de Biot-Savart se puede calcular la intensidad del 

campo magnético (𝐵) en cualquier punto de la zona central, dependiendo de la 

corriente en las bobinas y que está dada por (5) [30]. 

 

 

𝐵(𝑧) =
1

2
𝜇0𝑁𝐼𝑅2 {[𝑅2 + (𝑧 +

𝑅

2
)

2

]

−
3
2

+ [𝑅2 + (𝑧 −
𝑅

2
)

2

]

−
3
2

} 

(5) 

 

Donde: 

z es la distancia desde el centro de las bobinas a un punto donde el campo 

magnético uniforme debe ser observado. 

𝜇0= Constante de permeabilidad magnética en el vacío (x 10-7 Tm/A). 

La distribución del campo magnético se considera uniforme en un volumen en 

torno al centro de las bobinas (z=0) que cubre la zona de trabajo.  

De esta forma (5) se reduce a (6). 
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𝐵(0) =

16

5√5

1

2

𝜇0𝑁𝐼

𝑅
= 1.43

𝜇0𝑁𝐼

𝐷
 

(6) 

 

Se observan en (6) de manera resumida los parámetros que definen a un 

generador de campo magnético basado en la configuración Helmholtz.  

La configuración vertical para el arreglo de bobinas Helmholtz se propuso 

siguiendo la geometría recomendada en la literatura [82], [83]. De esta manera se 

pretende aplicar el flujo magnético del lado apical de la membrana hacia el 

basolateral de los cultivos celulares.  

Con el objetivo de proporcionar la información necesaria para visualizar, simular 

y posteriormente maquinar el prototipo, el diseño del arreglo Helmholtz se realizó 

en el paquete de computadora CAD de acceso libre, Fig. 3.3. 

 

 

Fig. 3.3. Vistas generadas en el software CAD para la visualización, construcción y ensamble del 
arreglo de bobinas Helmholtz. 
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3.1.1.2. Criterios de diseño del generador de campo magnético 

 

Definición del volumen de trabajo  

 

El protocolo experimental definido contempla un arreglo de cuatro muestras de 

cultivos celulares para observar los efectos de la radiación de campo magnético 

(Anexo 7.3). Por esta razón, se diseñaron las bobinas de acuerdo con el tamaño de 

una cámara multipozos descrita en la sección 3.1.2.1, que mide 50 mm x 50 mm x 

19 mm. 

Las características y dimensiones físicas de la cámara definieron el volumen de 

trabajo de la configuración Helmholtz considerando que el centro de cada pozo tiene 

la misma distancia al centro de las bobinas para aplicar radiación similar en todos 

los pozos. Además, el arreglo de bobinas deberá de tener dimensiones reducidas 

que permitan alojarlo dentro de una incubadora. 

 

Materiales 

 

Los estudios in vitro con campos magnéticos de baja frecuencia se realizan 

usando cajas Petri circulares de plástico, las cuales permiten que los campos 

penetren a través de ellas debido a que sus materiales son paramagnéticos. Por 

ello se consideraron los materiales de la estructura de soporte de las bobinas de 

metacrilato, comúnmente conocido como acrílico, ya que su permeabilidad 

magnética es muy cercana a 1. Así mismo, su facilidad para el maquinado y de 

esterilización, hacen al acrílico un material adecuado para la estructura de las 

bobinas Helmholtz.  

Para la construcción de las bobinas se utilizó alambre magneto de cobre AWG 

#17 (Área de sección transversal= 1.04 mm2) el cual brinda una resistencia a la 

corriente de 16.614 (Ω/km). Esto, en conjunto con la cantidad de alambre por el 

número de vueltas, hace que, el calor generado sea menor que en alambres de 

calibre más delgado. Este calibre #17 fue determinado mediante pruebas de 

intensidad de campo y calentamiento, la primera para asegurar la aplicación de un 

campo magnético estable y la segunda para evitar efectos térmicos, tanto en la 

operación del generador de campo como en el estado de los cultivos celulares. Esta 

característica es muy importante para los cultivos celulares, ya que éstos requieren 

una temperatura constante. 
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3.1.1.3. Simulación y modelado en COMSOL Multiphysics® 

 

La simulación por computadora es una herramienta muy útil cuando se requiere 

comprender, aproximar y optimizar algún diseño o prototipo. Para ello es necesario 

introducir parámetros a la computadora y mediante un procesamiento 

computacional resolver modelos matemáticos complejos. 

En este proyecto se utilizó un software computacional basado en análisis de 

elemento finito llamado COMSOL Multiphysics® (COMSOL, Inc., USA) para simular 

y modelar diferentes condiciones de campo magnético en el volumen de trabajo, en 

el cual se colocarían los insertos de los cultivos celulares. De esta manera se 

pretende evitar incertidumbre en el diseño y operación del modelo físico del 

generador de campo magnético. Esta simulación permitió experimentar con las 

características físicas y eléctricas del generador de campo magnético a fin de 

obtener uniformidad de campo en el volumen de trabajo requerido por las 

condiciones del protocolo experimental (Anexo 7.3). 

El programa computacional COMSOL Multiphysics® tiene 2 maneras de trabajar 

la simulación de un modelo, ya sea generando la geometría directamente en 3D, las 

bobinas dentro del apartado de geometría o importando el modelo de algún 

programa CAD. 

Los pasos que se siguieron para la simulación en COMSOL Multiphysics® se 

describen en el Diagrama A1.1 (anexo 1). 

El arreglo de bobinas del generador de campo magnético tiene como objetivo 

suministrar la densidad de flujo necesaria para exponer a las células alojadas en 4 

filtros permeables en una región de campo uniforme situada en el centro del 

generador. 

Los modelos de los filtros que contendrán a las células se importaron y colocaron 

en el centro del modelo de las bobinas, dentro del espacio de trabajo de COMSOL 

Multiphysics®, para simular la posición del campo magnético y garantizar que a 

todos los filtros les sea aplicada la misma densidad de flujo magnético. 

Dos aspectos importantes que se consideraron durante la simulación fueron: la 

determinación de las condiciones de frontera mediante la subdivisión del modelo de 

interés denominada mallado y la elección de los materiales, acordes al entorno real 

que se pretende. Así mismo es importante delimitar el espacio a simular mediante 

una frontera, ya sea esfera o cubo de aire, debido a que el análisis de elemento 

finito así lo requiere. Se utilizaron los materiales de cobre y acrílico con las 

permeabilidades magnéticas establecidas en COMSOL.  
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Campo magnético dentro del volumen de trabajo 

 

Con la intención de obtener una mejor resolución en los parámetros de la 

simulación en la región de trabajo que contiene los filtros, se asignó un mallado extra 

fino, en tanto que, en las zonas aledañas se optó por asignar un mallado grueso; 

esto evitó un alto costo computacional ya que la información en estas regiones no 

es relevante (ver Fig. 3.4). 

 

Fig. 3.4. Mallado de la simulación en COMSOL. 

 

En relación con la uniformidad del campo magnético, se simularon diferentes 

configuraciones de dimensiones y número de vueltas de las bobinas. 

Los parámetros modificados fueron: el radio de las bobinas, la separación entre 

ellas y el número de vueltas del alambre de cobre (Fig. 3.5) 

 

Fig. 3.5. Configuraciones del arreglo de bobinas a) Variación del radio de las bobinas, b) variación 
de la separación de las bobinas. 

a) b) 
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Campo magnético en la zona cercana al volumen de trabajo 

 

Se realizó una prueba para determinar la atenuación de la densidad de flujo con 

la distancia, la cual consistió en tomar puntos en el espacio fuera de la zona del 

volumen de trabajo y obtener los valores de la densidad de flujo magnético arrojados 

por la simulación. Esto para observar la presencia de la intensidad del campo 

magnético en la ubicación del cultivo control.  

 

3.1.1.4. Construcción del prototipo del generador de campo magnético 

 

Para la elaboración del prototipo del arreglo Helmholtz se utilizó acrílico en los 

soportes de las bobinas. A estos se les realizó un refuerzo mediante cuatro postes 

de acrílico cada 90°.  

Las 2 bobinas son del mismo tamaño, con la diferencia de que la bobina superior 

cuenta con un espacio que permite la libre colocación de la cámara donde estarán 

los cultivos celulares. El embobinado se recubrió con un barniz especial que brinda 

protección contra la humedad del ambiente. 

Mediante 4 soportes circulares de acrílico se logró la separación de las bobinas 

de acuerdo con la distancia obtenida mediante la simulación.  

Finalmente, las características geométricas del diseño se resumen en la TABLA 

3.1. y en la Fig. 3.6 se muestra el prototipo físico generado. 

 

Fig. 3.6. Fotografía del prototipo físico del arreglo de bobinas Helmholtz 
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TABLA 3.1. CARACTERÍSTICAS FÍSICAS DEL ARREGLO DE BOBINAS. 

Parámetros Unidad 

Radio de las bobinas 60 mm 

Separación entre las bobinas 32 mm 

Número de vueltas 900 

Calibre del alambre 17 

Sección transversal 40mm x 40 mm 

 

Las descripciones de las piezas de acrílico que sirven de soporte para las bobinas 

del generador de campo magnético, así como las dimensiones de éstas se 

encuentran en el anexo 6. 

 

3.1.1.5. Circuito de excitación y de control de las bobinas 

 

El campo magnético se genera con señales sinusoidales proporcionadas por una 

de las salidas analógicas de una tarjeta digital NI-USB 6218® (National Instruments, 

USA). El arreglo de bobinas no puede conectarse directamente a la salida de la 

tarjeta, debido a que ésta no tiene la capacidad para proporcionarle la corriente 

necesaria.  

Por esta razón, se utilizó el circuito integrado amplificador de potencia TDA2030 

configurado en clase AB (ST Microelectronics, USA). El circuito de excitación cuenta 

con protección contra el retorno de corriente que podría generarse debido al 

comportamiento intrínseco de las bobinas (Fig. 3.7). Además, cuenta con un 

potenciómetro de ajuste, el cual sirve para regular un offset de voltaje para 

garantizar una señal positiva. 

Por otro lado, se optó por colocar un disipador y un ventilador en el circuito 

integrado para mantener la temperatura lo más baja posible y evitar daños en el 

circuito. 
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Fig. 3.7. Esquema del circuito de excitación de las bobinas Helmholtz. 

 

Circuito de control 

 

La retroalimentación del campo magnético se obtiene al colocar un sensor lineal 

de efecto Hall de matrícula UGN3503 (Allegro MicroSystems, USA), dentro de la 

región de trabajo. La señal del sensor central se adquiere con la tarjeta de NI-USB 

6218® para después utilizarse en el sistema de control. Para este propósito se 

desarrolló un programa (Anexo 3) con una tabla con valores que relacionan el voltaje 

de salida al circuito de excitación con la magnitud del campo magnético deseado y 

que es registrado en el sensor central. Para efectuar el control, se evalúa 

continuamente el error entre la condición del campo magnético deseado y la 

información del sensor central. 
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3.1.1.6. Evaluación del generador de campo magnético 

 

Se evaluaron la distribución del campo magnético y la temperatura generados por el 

modelo físico desarrollado. Para lo primero se emplearon 5 sensores de radiación de 

flujo magnético con matrícula UGN3503 (Allegro MicroSystems, USA) y un sensor LM35 

(Texas Instruments, EUA) para monitorear la temperatura. La información de los 

sensores fue digitalizada mediante la tarjeta de adquisición de datos NI-USB 6218® 

(National Instruments, EUA), de 16 bits a 250 kS/s.  

 

Caracterización de los sensores de campo magnético 

 

Para efectuar este procedimiento, los sensores fueron colocados en el volumen de 

trabajo, de forma paralela a la sonda de un medidor Gauss/Tesla Meter 5180 (FW BELL, 

EUA) empleada como referencia, garantizando con esto las mismas condiciones para 

la radiación magnética. Este sensor de referencia mide campo magnético en un rango 

de 0.1 G a 30 kG, con un ancho de banda de 0 – 20 kHz y una exactitud de 1.1%. Para 

este procedimiento, se registró la información de 3 barridos de intensidad de campo 

magnético en el intervalo 1.5 a 40 G. 

Se aplicó un modelo de ajuste de regresión lineal a los datos obtenidos de las 

mediciones de cada uno de los sensores, los resultados se muestran en la TABLA 3.2. 

Adicionalmente, se presentan las correlaciones de la referencia y cada sensor. No se 

encontraron diferencias significativas en los coeficientes de determinación (R2), 

arrojando pequeñas diferencias en el orden de 1x10-4, lo cual sugiere linealidad y 

repetibilidad en la respuesta de los sensores caracterizados. 

 

TABLA 3.2. MODELO DE AJUSTE DE LOS DATOS DE LOS SENSORES. 

Y= aX+b Sensor 1 Sensor 2 Sensor 3 Sensor 4 
Sensor 

Central 

a 525 582.7 579.9 531.3 767.5 

b -1247 -1403 -1416 -1279 -1874 

R2 0.9998 0.9999 0.9999 0.9998 0.9998 

*Corr 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 

*Corr: correlación del sensor de referencia con cada sensor. 
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Evaluación del generador de campo magnético en el volumen de trabajo 

 

El protocolo de experimentación contempla la medición de los efectos de campo 

magnético a una frecuencia de 60 Hz, sin embargo, se realizaron pruebas con campos 

magnéticos con corriente pulsada y corriente directa para contemplar una ventana de 

frecuencias en el intervalo de la extrema baja frecuencia.  

 

Pruebas con corriente continua 

 

La uniformidad del campo magnético fue verificada utilizando 4 sensores de 

densidad de flujo magnético colocados de acuerdo con la posición de los 4 filtros 

permeables para los cultivos celulares. El arreglo se muestra en la Fig. 3.8. La 

información obtenida fue validada con la referencia comercial Gauss/Tesla Meter 5180 

(FW BELL, EUA), etiquetada en la Fig. 3.8 como “ref.” 

Se llevaron a cabo 10 series de mediciones del campo magnético para 20 

intensidades, desde 1.5 hasta 40 G, intervalo en el que se pretenden llevar a cabo los 

experimentos de estimulación celular. Se determinó tanto la media como la desviación 

estándar de las 10 series de mediciones efectuadas para los 4 sensores de efecto Hall. 

Finalmente, se determinó el coeficiente de variación (CV), relación entre la desviación 

estándar de la media de los 4 sensores y el promedio de éstos, para cada intensidad 

de campo magnético, (7). Un bajo valor de CV indica una distribución uniforme del 

campo magnético en el volumen de trabajo. 

 𝐶𝑉 (%) =
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐸𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜
∗ 100 (7) 

 

 

Fig. 3.8. Distribución de sensores en la región de trabajo para el registro simultáneo del campo 
magnético. S1-S4: Sensores de efecto hall, Ref.: Sensor del Gauss/Tesla Meter. 
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Pruebas con campos magnéticos pulsados 

 

Con el objetivo de observar el comportamiento del campo magnético en 

relación con los cambios de frecuencia y temperatura, efectuamos pruebas con 

corriente pulsada en dos condiciones; la primera a temperatura ambiente de 

24.6°C y la segunda de 36.7 °C, dentro de la incubadora comercial TC 230 

(Thermo Fisher Scientific, USA). Cabe mencionar que comúnmente los cultivos 

celulares deben conservarse a una temperatura de 36.5°C±0.5°C [84]–[86]. Se 

generó un campo magnético con forma de onda sinusoidal con una amplitud de 

25 G en una frecuencia inicial de 0.5Hz en temperatura ambiente de 24.6°C. Se 

realizaron registros durante 3 min a las frecuencias de 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 50 

y 60 Hz, en las dos condiciones de temperatura mencionadas. 

 

3.1.1.7. Interfaz gráfica 

 

Se desarrolló una interfaz gráfica en el lenguaje de programación visual 

gráfico plataforma LabVIEW® (National Instruments, USA), en conjunto con el 

arreglo de bobinas Helmholtz para configurar la operación del generador de 

campo magnético. 

La señal de excitación de las bobinas es generada por la tarjeta de adquisición 

y mediante una interfaz gráfica desarrollada en la plataforma visual LabVIEW® 

se configuran los valores de amplitud y frecuencia. 

El panel principal del programa que se muestra en la Fig. 3.9, permite al 

usuario introducir las secuencias de excitación de las bobinas y las almacena en 

un archivo. En el panel se encuentran los controles de frecuencia, amplitud, 

tiempos de exposición y tipos de onda, para así generar una señal personalizada 

de cada experimento. También, se ofrece una vista previa de la señal de salida. 
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Fig. 3.9. Panel frontal de la interfaz de usuario. a) Caja de diálogo de introducción de parámetros de la señal 
de excitación, b) Historial de parámetros guardado en un archivo de texto, c) vista previa de la señal de 

excitación. 

 

Además del programa de configuración para las señales de excitación, se 

desarrolló otro programa en LabVIEW® (Fig. 3.10), el cual lee los archivos de 

secuencias guardados y los utiliza para generar las secuencias que son enviadas a 

la tarjeta de adquisición y amplificadas para excitar al arreglo Helmholtz. 

 

 

Fig. 3.10. Panel frontal del programa en LabVIEW® para reproducir las secuencias almacenadas y 
enviarlas al circuito de excitación de las bobinas.  

a) 

b) 

c) 
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El panel frontal de la Fig. 3.11 nos permite observar la señal de campo magnético 

y una cuenta regresiva que marca el tiempo restante de exposición al campo 

magnético. 

 

 

Fig. 3.11. Panel frontal del programa de visualización del campo magnético con el sensor central. 

 

3.1.2. Sistema de medición de impedancia eléctrica transepitelial  

 

La medición de la TEEI permite evaluar la integridad de una monocapa celular 

en términos de la vía paracelular (uniones estrechas) y la vía transcelular como 

parte de la caracterización de la membrana. Para obtener la TEEI fue necesario 

desarrollar un sistema de medición in situ de la impedancia eléctrica de cultivos 

celulares de tipo MDCK. En la Fig. 3.12 se observa el esquema del sistema 

desarrollado. 

A continuación, se describe de manera detallada cada uno de los componentes 

que integran el sistema de medición de impedancia eléctrica, así como las 

consideraciones que se tomaron para llevar a cabo el instrumento de medición. 
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Fig. 3.12. Diagrama general del sistema de medición de impedancia eléctrica: a) Interfaz gráfica, b) 
Tarjeta NI-USB 6218®, c) Tarjeta para la Medición de impedancia eléctrica (MIMP 2.1), d) Cámara 

Multipozos para la Medición de Impedancia eléctrica. 

 

3.1.2.1.  Cámara Multipozos para la Medición de Impedancia eléctrica 

transepitelial  

 

La Impedancia eléctrica se mide en la monocapa celular sembrada en filtros 

porosos permeables que permiten no solo el paso de los nutrientes hacia las células, 

sino que también el flujo de corriente eléctrica desde la zona apical de la membrana 

a la zona basolateral.  

Los filtros permeables requieren de un pozo en donde se coloca el medio de 

cultivo. La parte superior del pozo da sostén al filtro y garantiza una separación de 

éste de la base del pozo. 

Se diseñó una cámara multipozos para la medición de impedancia eléctrica 

transepitelial (CAMMIE) con 4 pozos la cual permite medir simultáneamente la 

impedancia eléctrica de cuatro monocapas de cultivos celulares (Fig. 3.13).  

 

a) 

b) 

d) 

c) 
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Fig. 3.13. Cámara Multipozos para la Medición de Impedancia eléctrica (CAMMIE). 

 

Se determinó diseñar el arreglo de cuatro pozos para trabajar los experimentos 

por cuadruplicado, de manera que mediante estadística se calculen los valores 

promedio y desviaciones estándar. Esto brinda una mayor confianza al momento de 

realizar la experimentación. 

Se optó por el arreglo propuesto por Wegener et al. 2004 [87] para la medición 

de la impedancia eléctrica, el cual consta de una cámara con un electrodo común 

en la base de los pozos y electrodos individuales en la parte superior (ver Fig. 2.13, 

sección 2.6.1). 

La caja principal, que sirve de soporte para los filtros permeables, se encuentra en 

contacto con el medio de cultivo por lo que debe ser un material que no interactúe con 

el medio de cultivo y no modifique las propiedades de éste. A su vez, el material, debe 

ser aislante eléctrico y soportar altas temperaturas para su esterilización. Con estos 

criterios se seleccionó el politetrafluoroetileno (PTFE), conocido por el nombre 

comercial “Teflón”. 

En la base de la CAMMIE se colocó una placa de acero inoxidable como electrodo 

de referencia común a los 4 pozos. Este electrodo se soldó a un cilindro del mismo 

material para hacer contacto eléctrico con el conector. Por otro lado, para evitar fugas 

del medio de cultivo entre la placa del electrodo de la base con la caja de teflón se optó 

por colocar juntas tóricas de silicón, denominadas comúnmente O-Rings, para evitar 

contaminar el medio de cultivo.  

Los electrodos de cada filtro son cilíndricos y de acero inoxidable, van sumergidos 

en el medio de cultivo y se encuentran sujetos mediante una camisa de acrílico roscada, 

que permite ajustar la altura del electrodo respecto del medio de cultivo y así garantizar 

que el contacto entre electrodo-medio de cultivo sea el mismo en todos los casos (área 
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de superficie = 39.5 mm2). Por otro lado, la camisa roscada va colocada en la tapa de 

acrílico que contiene orificios que permiten fijar la posición en XY de los electrodos; este 

diseño mecánico permite repetibilidad en las mediciones. La tapa de acrílico protege de 

contaminación directa con el exterior, sin embargo, permite el intercambio de CO2 entre 

el ambiente y el medio. 

En la Fig. 3.14 se observa la composición de la CAMMIE en 2 cortes. Con esta 

representación se aprecian las conexiones de las piezas mencionadas. Las 

dimensiones de cada una de las piezas se pueden ver en el anexo 6. 

 

Fig. 3.14. Estructura de CAMMIE con cortes en 2 planos. 

 

3.1.2.2. Materiales biocompatibles  

 

Debido a que las células se encuentran en el medio de cultivo, resulta 

indispensable cuidar su buen estado para favorecer una adecuada proliferación 

celular. En una versión del CAMMIE previa se decidió colocar juntas tóricas de nitrilo 

por accesibilidad en el mercado. Desafortunadamente, el nitrilo, al ser soluble en el 

medio, produjo toxicidad a las células provocando despegarse del sustrato y su 

muerte a los 3 días. El proceso de evaluación de la viabilidad de las células permitió 

determinar la Dosis Letal 50% (LD50) del nitrilo; este procedimiento consistió en 

suministrar a células medio de cultivo con diferentes concentraciones de nitrilo y 

observar la respuesta de viabilidad de las células (ver anexo 8).  

 

Electrodo individual 

Caja de  

teflón 

O-Ring de  

Silicón 

Electrodo de 

referencia 

Monocapa 

Celular 

Tapa de acrílico 
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3.1.2.3. Diseño del sistema para la medición de impedancia eléctrica en 

monocapas celulares. 

 

Para determinar la impedancia eléctrica de la monocapa celular se deben 

incluir los efectos eléctricos. Se hace circular una corriente eléctrica a través de 

la monocapa, se mide la diferencia de potencial producida y, mediante la ley de 

Ohm (8) se calcula el valor de la impedancia eléctrica.  

 𝑍 =
𝑣

𝑖
 (8) 

 

Desarrollo de la instrumentación electrónica del sistema de medición de 

impedancia eléctrica 

 

Se utilizó el circuito integrado de montaje superficial AD9833 (Analog Devices 

USA) para generar las señales de excitación definidas en el programa de la 

interfaz de usuario. El generador se controla mediante el dispositivo PIC16F84a 

(Microchip Technology Inc. USA) a través del puerto de comunicación I2C. La 

tarjeta de adquisición de datos NI USB 6208B (National Instruments, USA.) se 

interconecta con el microcontrolador para realizar el barrido de las frecuencias y 

a su vez registrar los voltajes de los electrodos. El voltaje aplicado en la 

monocapa celular por el generador de señales eléctricas fue de 45 mV RMS y la 

corriente se limita mediante una resistencia R.  

La Fig. 3.15 muestra el diagrama de flujo que explica el funcionamiento del 

medidor de impedancia eléctrica. Los programas desarrollados en LabVIEW®, 

en C y en MATLAB® para la operación del medidor, se muestran en el Anexo 3-

5. 
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Fig. 3.15. Diagrama de flujo del medidor de impedancia eléctrica. 

 

La tarjeta electrónica del medidor de impedancia eléctrica tiene una conexión 

digital con la tarjeta NI USB la cual sirve para hacer la comunicación con el PIC. A 

su vez la tarjeta electrónica se conecta por las conexiones analógicas en donde se 

mide la diferencia de potencial de las monocapas celulares. Se realizaron 2 diseños 

preliminares (Fig. 3.16); el primer circuito no contenía el PIC de control del 

generador de función, sino que el PIC se encontraba externo a la placa principal. 

Ya en la segunda versión se incorporó el PIC y se incluyeron reguladores de voltaje.  

En el diseño final (Fig. 3.17), se incorporaron circuitos de montaje superficial, lo 

que ayudó a que la placa del circuito impreso (PCB) de la tarjeta electrónica fuera 

más pequeña. Se utilizó una batería de 9V y mediante reguladores de voltaje se 

energizaron las diferentes etapas de la tarjeta electrónica.  

Además del generador y del PIC, la tarjeta electrónica contiene amplificadores 

operacionales que sirven como buffer y quitan los niveles de DC del generador de 

señales. 
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Fig. 3.16. Circuito preliminares para la medición de impedancia; a) versión 1.0, b) versión 2.0. 

 

Fig. 3.17. Tarjeta electrónica final para la medición de impedancia eléctrica, versión 2.1. 

 

La corriente que proporciona el circuito generador de señales a las monocapas 

celulares se limita mediante una resistencia de 1 kΩ y se calculó el voltaje rms 

necesario de 225 mV, para que la corriente no excediera los 300 µA [87]. El 

diagrama final se presenta en el anexo 9. 

 

3.1.2.4. Interfaz de usuario 

 

La interfaz gráfica se programó utilizando LabVIEW®, la cual es una plataforma 

y entorno de desarrollo para diseñar sistemas, con un lenguaje de programación 

visual gráfico. Esta plataforma tiene la capacidad de utilizar subprogramas que 

permiten probar módulo por módulo. 

a) b) 
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Se desarrollaron diferentes programas y subprogramas y su jerarquía se muestra 

en la Fig. 3.18. 

 

Fig. 3.18. Jerarquía de programas en la interfaz gráfica de LabVIEW®. 

 

El programa principal se divide en 4 programas secundarios: el primero es el que 

se encarga de la conexión de la tarjeta NI-USB con el PIC. El segundo programa es 

el encargado de realizar la medición de los voltajes y cálculo de la impedancia 

eléctrica en determinadas frecuencias, utilizando un subprograma con el modelo 

eléctrico; otro que corrige los retardos del multiplexor de la tarjeta NI-USB y un último 

que almacena la información en una ruta específica. Los programas restantes sirven 

para desplegar en pantalla los resultados y para generar la tabla con las frecuencias 

de barrido, haciendo una división de frecuencias en la escala logarítmica. 

La Fig. 3.19 muestra el panel frontal del programa principal de adquisición y 

presentación de valores de impedancia eléctrica en donde en la caja de diálogo de 

la izquierda se introducen los parámetros a considerar para la medición. Del mismo 

lado, pero en la parte de abajo se tiene un botón de prueba para determinar si los 

electrodos se encuentran haciendo contacto con el medio, en cualquiera de los 4 

pozos y se indica mediante una luz verde. En la zona central se observa la gráfica 

de la impedancia eléctrica que será desplegada al final del barrido. El anexo 3 

incluye los programas y subprogramas necesarios del desarrollo de la interfaz 

gráfica  
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Fig. 3.19. Panel frontal de la interfaz desarrollada en LabVIEW® para la adquisición y presentación 
de valores de la impedancia eléctrica en las monocapas celulares. 

 

3.1.2.5. Desarrollo matemático del modelo eléctrico de la monocapa 

 

La finalidad de efectuar la medición de la TEEI es obtener los parámetros 

individuales de la monocapa celular que nos dan información de la integridad física 

y funcionalidad del cultivo celular después de haber sido sometido a exposición de 

campo magnético. Los parámetros se calculan mediante aproximación y es por ello 

que se requiere realizar un barrido en frecuencia. 

Se utilizó la propuesta de algunos autores de utilizar la constante de fase (CPE) 

para describir las características de la impedancia eléctrica de la interfaz electrodo-

electrolito. [88]–[90]. 

La Fig. 3.20 muestra el modelo eléctrico reducido. Suponiendo que las 

resistencias de ambos medios y las capacitancias de los electrodos se suman. 
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Fig. 3.20. Modelo básico de la monocapa celular. Rmed=Resistencia del medio; TEER= Resistencia 
de las uniones estrechas; Ccl= Capacitancia celular; CEl=Capacitancia de la interfaz electrodo-

electrolito Z= impedancia eléctrica total. 

 

Teniendo en consideración estos elementos, la impedancia eléctrica total Z (9) 

está dada por el paralelo de las impedancias eléctricas de TEER y Ccl junto con las 

impedancias eléctricas en serie de Rmed y CEl. 

 

 𝑍𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑅𝑚𝑒𝑑 + (𝑍𝑇𝐸𝐸𝑅 ∥ 𝑍𝐶𝐶𝑙
) + 𝑍𝐶𝑒𝑙

 

 

(9) 

 

Las impedancias eléctricas individuales de cada uno de los componentes del 

modelo se muestran en la TABLA 3.3. 

 

TABLA 3.3 PARÁMETROS, ABREVIATURAS, UNIDADES Y ECUACIONES PARA CÁLCULO DEL 
CIRCUITO EQUIVALENTE DE LA IMPEDANCIA ELÉCTRICA TRANSEPITELIAL. 

Parámetro Componente Impedancia eléctrica Z Unidad 

Resistencia del 
medio 

 

𝑅𝑚𝑒𝑑 𝑍𝑅𝑚𝑒𝑑
= 𝑅𝑚𝑒𝑑 (Ω) 

Resistencia Eléctrica 
transepitelial 

 

𝑇𝐸𝐸𝑅 𝑍𝑇𝐸𝐸𝑅 = 𝑇𝐸𝐸𝑅 (Ω ∗ cm2) 

Capacitancia de 
membrana celular 

𝐶𝐶𝑙 𝑍𝐶𝐶𝑙
=

1

𝑗(2𝜋𝑓) 𝐶𝐶𝑙
 (

𝜇𝐹
cm2⁄ ) 

Elemento de 
constante de fase 

(CPE) 

𝐶𝑒𝑙 

𝐴𝐶𝑃𝐸,(0 ≤ 𝑛𝐶𝑃𝐸 ≤ 1)
⋇
 

𝑍𝐶𝑒𝑙
=

1

𝑗( 2𝜋𝑓)𝑛𝐶𝑃𝐸  𝐴𝐶𝑃𝐸
 (𝜇𝐹 ∗ 𝑆

(
𝑛𝐶𝑃𝐸

−1 
cm2⁄ )

) 

.⋇ Cuando 𝑛𝐶𝑃𝐸 = 1, CPE es puramente capacitiva y cuando 𝑛𝐶𝑃𝐸 = 0, CPE es resistiva [91], [92] 

 

 

Z 
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La impedancia eléctrica de los electrodos (𝑍𝐶𝑒𝑙
), posee una constante de fase 

(CPE) que representa un capacitor no ideal y una impedancia eléctrica empírica. 

Fue originalmente usado para describir la impedancia eléctrica de interfaz de los 

electrodos de un metal inmerso en soluciones electrolíticas. Asimismo, la base física 

del comportamiento del CPE no está completamente comprendida a detalle, se cree 

que está asociado con la superficie rugosa y una absorción de iones específica a 

las interfaces [91], y se relaciona con la ausencia de homogeneidad en el material 

del electrodo [93]. La impedancia eléctrica 𝑍𝐶𝑒𝑙
 se representa de la siguiente 

manera: 

 

𝑍𝐶𝑒𝑙
=

cos (
𝜋

2
𝑛𝐶𝑃𝐸)

𝐴𝐶𝑃𝐸 ∗ (2𝜋 ∗ 𝑓)𝑛𝐶𝑃𝐸
+

sin (
𝜋

2
𝑛𝐶𝑃𝐸)

𝐴𝐶𝑃𝐸 ∗ (2𝜋 ∗ 𝑓)𝑛𝐶𝑃𝐸
𝑗 

(10) 

 

Y las impedancias eléctricas en paralelo de la TEER y la 𝐶𝐶𝑙 están dadas por  

 
(𝑍𝑇𝐸𝐸𝑅 ∥ 𝑍𝐶𝐶𝑙

) =
𝑇𝐸𝐸𝑅

1 + (2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅 ∗ 𝐶𝐶𝑙)2
+

2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅2 ∗ 𝐶𝐶𝑙

1 + (2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅 ∗ 𝐶𝐶𝑙)2
𝑗 

 

(11) 

La impedancia eléctrica del medio, al ser considerada puramente resistiva, no 

posee una parte imaginaria, por lo que su impedancia eléctrica queda de la siguiente 

forma: 

 𝑍𝑅𝑚𝑒𝑑
= 𝑅𝑚𝑒𝑑 + 0𝑗 (12) 

 

Sustituyendo (10), (11) y (12) en (9) podemos calcular el módulo de la impedancia 

eléctrica en función de la frecuencia y de los parámetros del modelo eléctrico:  

 |𝑍|(𝑓)

= √(
cos (

𝜋
2

𝑛𝐶𝑃𝐸)

𝐴𝐶𝑃𝐸 ∗ (2𝜋 ∗ 𝑓)𝑛𝐶𝑃𝐸
+

𝑇𝐸𝐸𝑅

1 + (2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅 ∗ 𝐶𝐶𝑙)
2 + 𝑅𝑚𝑒𝑑)

2

+ (
sin (

𝜋
2

𝑛𝐶𝑃𝐸)

𝐴𝐶𝑃𝐸 ∗ (2𝜋 ∗ 𝑓)𝑛𝐶𝑃𝐸
+

2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅2 ∗ 𝐶𝐶𝑙

1 + (2𝜋 ∗ 𝑓 ∗ 𝑇𝐸𝐸𝑅 ∗ 𝐶𝐶𝑙)
2)

2

 

(13) 

 

En la literatura se encuentra la representación gráfica de la medición de la 

magnitud de la impedancia eléctrica en monocapas celulares (Fig. 3.21) [87], [91], 

[94]–[96] 
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Fig. 3.21. Comportamiento de la impedancia eléctrica de la monocapa celular en función de la 
frecuencia. 

 

3.1.2.6. Aproximación de los parámetros en MATLAB® 

 

Los datos de magnitud de la impedancia eléctrica medidos a diferentes 

frecuencias son almacenados en archivos generados por el programa hecho en 

LabVIEW® (sección 3.1.2.4) y procesados con un programa desarrollado en 

MATLAB®. Empleando la ecuación que describe el modelo eléctrico de la 

impedancia eléctrica (9) y mediante un ajuste por mínimos cuadrados, se aproximan 

los parámetros del modelo eléctrico de la monocapa celular (Fig. 3.20). Finalmente, 

los resultados se almacenan y se despliegan en pantalla. El código de 

procesamiento y cálculos de parámetros eléctricos del programa desarrollado en 

MATLAB® se muestra en el anexo 4. 

 

3.1.2.7. Validación del sistema desarrollado mediante el sistema comercial 

CellZscope®  

 

En esta etapa de validación se compararon los valores de la impedancia eléctrica 

de la monocapa celular y sus parámetros (TEER, Ccl, Rmed) del sistema 

desarrollado con los medidos con el sistema comercial CellZscope® (nanoAnalytics 

Münster, Germany). 

| 𝑍
| (

Ω
∗

cm
2

) 
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Validación del algoritmo desarrollado con MATLAB® para la estimación de 

parámetros del modelo eléctrico de la monocapa celular a partir de los resultados 

obtenidos de magnitud de impedancia. 

 

Se sembraron células MDCK en insertos permeables como se muestra en el 

protocolo de sembrado. (Anexo 7.1). 

Se dejó crecer la monocapa celular durante 7 días hasta llegar a confluencia, 

realizando los respectivos cambios de medio cada tercer día. 

Se colocaron los insertos permeables con las células en el sistema de medición 

CellZscope® y se registraron las impedancias eléctricas de los respectivos filtros 

permeables con la monocapa celular confluente. 

Se tomaron 10 registros de impedancia eléctrica mediante el sistema CellZscope®, 

modificando la frecuencia y obteniendo el valor de la magnitud de la impedancia 

eléctrica a cada una de las 46 frecuencias diferentes, comenzando con 1Hz y 

finalizando en 100kHz.  

Una vez realizados los registros, el sistema calcula automáticamente los valores de 

TEER, Capacitancia de la monocapa celular Ccl, y la resistencia del medio de cultivo 

para cada uno de los 10 registros. 

En esta primera etapa de validación se registraron los valores crudos de las lecturas 

de impedancia eléctrica del sistema CellZscope® y mediante un algoritmo diseñado en 

MATLAB® se calcularon, mediante aproximación no lineal, los valores de TEER, 

Capacitancia y resistencia, con la finalidad de comparar los algoritmos de aproximación 

lineal entre el sistema comercial y el algoritmo del sistema desarrollado en MATLAB®. 

La Fig. 3.22 ejemplifica la infraestructura empleada para comparar el software 

desarrollado contra el software comercial.  

 

Fig. 3.22. Esquema comparativo entre algoritmos de aproximación de parámetros eléctricos de la 
monocapa. 
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Comparación del sistema integral desarrollado contra el sistema comercial 

CellZscope®. 

 

Una vez realizada la prueba de software se realizó otra prueba comparativa de 

ambos sistemas con la finalidad de medir simultáneamente la impedancia eléctrica 

con los 2 equipos y poder compararlos de manera cuantitativa. Para ello se montó 

la infraestructura para conmutar entre ambos sistemas la cámara con los electrodos 

junto con los cultivos celulares para así evaluar los sistemas de medición de 

impedancia eléctrica como la aproximación de parámetros. La Fig. 3.23 muestra la 

configuración de los sistemas a comparar. 

 

Fig. 3.23. Esquema comparativo del sistema comercial y el sistema desarrollado. 

 

La prueba consistió en sembrar células MDCK en insertos permeables y llevarlas 

a confluencia como se describe en el experimento anterior, solo que esta vez se 

compararán los 2 sistemas completos y no solamente los algoritmos de 

aproximación que tienen cada uno de los sistemas por separado, con el objetivo de 

validar el equipo desarrollado respecto al sistema comercial. 

Una vez que las células llegaron a confluencia, se registraron las impedancias 

eléctricas cada 10 min, empezando con el sistema comercial y 2 min después con 

el sistema desarrollado.  
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3.1.2.8. Determinación de la TEER y de la Capacitancia durante el crecimiento 

de la monocapa.  

 

Como primera instancia se midió la impedancia eléctrica transepitelial en la 

monocapa celular mediante pruebas preliminares para observar el comportamiento 

de la monocapa celular a través del tiempo. 

El experimento consiste en obtener mediciones de impedancia eléctrica de la 

monocapa celular cada 15 min desde que se siembran las células en los filtros 

permeables, para observar el comportamiento de la monocapa celular durante 

varias horas.  

 

 

3.2. Experimentación para evaluar los efectos del campo magnético aplicado en 

cultivos celulares  

 

El objetivo principal de este trabajo es evaluar los efectos de la aplicación del 

campo magnético en monocapas celulares. Para ello se consideraron diferentes 

parámetros que pueden dar información acerca de dichos efectos, tales como la 

medición de la impedancia eléctrica transepitelial, el porcentaje de regeneración de 

la monocapa celular al realizársele una herida, así como la utilización de la técnica 

de inmunofluorescencia para observar las proteínas de la unión estrecha y los 

núcleos. En esta sección se describe la metodología de cada uno de los diferentes 

métodos utilizados para evaluar los efectos del campo magnético en las monocapas 

celulares.  

 

3.2.1. Experimentos de medición de Impedancia 

 

3.2.1.1. Determinación de la TEEI al aplicar estímulo magnético. 

 

El protocolo de experimentación estableció una señal sinusoidal pulsada de 10 y 

50G @60 Hz para estimular a las monocapas celulares confluentes durante 60 min 

cada 4 h (Anexo 7.3). 
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Se tomó un grupo de control, al cual no se les aplicó estímulo, y un grupo de 

tratamiento. Ambos grupos se encontraban en las mismas condiciones ambientales, 

es decir, condiciones normales de crecimiento y provenientes de una misma 

población celular. 

Las mediciones de impedancia eléctrica se realizaron previamente y posterior al 

tiempo de exposición de 60 min de duración. La Fig. 3.24 muestra un esquema del 

protocolo y la toma de muestras. 

 

Fig. 3.24. Representación gráfica del protocolo experimental con campos magnéticos y toma de 
muestras de impedancia eléctrica transepitelial. 

 

Las células se sembraron con una densidad media (25,000 por pozo), una 

semana antes de aplicarles el campo magnético para que el estímulo magnético se 

proporcionara cuando la monocapa celular estuviera confluente y poder comparar 

las impedancias eléctricas. 

 

3.2.2. Regeneración de la monocapa celular mediante el ensayo de cierre de 

herida 

 

Una forma de analizar la migración celular in vitro (la manera que las células se 

reproducen y se mueven) es utilizando el ensayo de cierre de herida (Scratch-wound 

assay) [77], [97], [98], el cual consiste en sembrar células en cajas Petri y realizar 

una herida para observar la velocidad de cierre de esa herida. 

Exposición 
3h 

Descanso 

1h 

24h 

 

Densidad de flujo 

magnético 

*Post-Exposición 

Exposición 
*Pre-Exposición 

*Toma de muestras de impedancia eléctrica transepitelial (control y tratamiento) 
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Empleando el protocolo de experimentación definido para observar la 

regeneración de la monocapa ante los estímulos magnéticos (anexo 7.5), se 

obtuvieron imágenes en microscopio cada 120 min para comparar ambas 

poblaciones celulares (anexo 7.5).  

Mediante un programa desarrollado en MATLAB® se obtuvieron los porcentajes 

de confluencia. El script se observa en el anexo 4. 

 

3.2.3. Inmunofluorescencia 

 

Para el experimento de inmunofluorescencia se utilizaron los mismos grupos 

celulares de control y tratamiento. El protocolo del experimento se muestra en los 

anexos 7.6 y 7.7.  

La Fig. 3.25¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. muestra el 

procedimiento de exposición al campo magnético y la toma de muestras a las 24h, 

48h y 72 h, así como los periodos de descanso y tratamiento. 

 

Fig. 3.25. Representación gráfica de la temporalidad de ejecución de los experimentos con campos 
magnéticos y toma de muestra para la inmunofluorescencia. 

24h descanso (D) 24h tratamiento (tx) 24h tratamiento (tx) 

Exposiciones  

durante 60 min 

24h

 

48h
 

72h

 
0h
 

24 h tx 

24 h tx+D 

24h tx+D+ 24h tx 

Toma de Muestra 
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Las uniones estrechas poseen proteínas especializadas (claudinas, ocludinas, 

etc.) las cuales pueden observarse mediante la microscopía confocal o 

inmunofluorescencia. Dicha técnica consiste en la utilización de anticuerpos junto 

con fluorocromos o marcadores que, al hacerles incidir un haz de luz a cierta 

longitud de onda, se observan en un microscopio confocal.  

Se ha reportado una relación en la expresión de Claudina-1 (CLDN1) con la 

TEER [99], es por ello que en este procedimiento se optó por observar la expresión 

de las proteínas de la unión estrecha para darle mayor soporte a la investigación. 

De igual manera se propuso observar la proteína llamada Zonula occludens-1 (ZO-

1), la cual se encuentra presente de igual manera en las uniones estrechas. 

Las imágenes se tomaron con cortes a diferente altura de la monocapa celular 

para observar las proteínas en distintos planos. El mismo procedimiento de 

microscopía confocal se efectuó para observar los núcleos de las células debido al 

marcaje de adenina y timina presentes en los núcleos celulares. 

 

3.2.3.1 Evaluación del número de núcleos  

 

Una vez obtenidas las imágenes se comparó la cantidad de células por área de 

la imagen. Para ello se utilizaron los núcleos y se contaron mediante un programa 

desarrollado en MATLAB®. El script desarrollado se presenta en el anexo 4 

 

3.2.3.2 Evaluación de forma y área de los núcleos  

 

Del mismo modo que se contaron los núcleos, se desarrolló un programa que 

evalúa la forma de los núcleos por su circularidad. Dicho programa arroja valores 

entre 0 y 1, siendo 1 el núcleo totalmente circular. El script desarrollado se muestra 

en el anexo 4. 

3.2.3.3 Evaluación en la intensidad de CLDN1 y ZO-1 (uniones intercelulares) 

 

Tanto las proteínas de CLDN1 como ZO-1 se marcan con dos anticuerpos, por 

lo que se realizaron en 2 pruebas diferentes.  
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Una vez obtenidas las imágenes, se planteó efectuar una comparación, mediante 

el uso del histograma en la imagen, de la cantidad de proteína presente en las 

uniones estrechas puesto que las proteínas se encuentran en proporción a la 

cantidad de fluorescencia en la imagen.  

 





B 
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CAPÍTULO 4. PRUEBAS Y RESULTADOS 

 

La sección de resultados, al igual que la de metodología, se divide en 2 partes: la 

primera se refiere a la instrumentación desarrollada (generador de campo magnético y 

medidor de impedancia eléctrica) y la segunda a las pruebas realizadas en células al 

aplicarles un estímulo magnético. 

A continuación, se muestran los resultados de cada una de las etapas en el mismo 

orden que se presentan en el capítulo 3. 

 

4.1. Pruebas y resultados de la instrumentación desarrollada.  

 

4.1.1. Pruebas del generador de campo magnético. 

 

Las pruebas realizadas al generador de campo magnético sirvieron para evaluar las 

características de magnitud, frecuencia y uniformidad del campo magnético en la zona 

de trabajo.  

 

4.1.1.1 Simulación del generador de campo magnético. 

 

La simulación del funcionamiento del generador de campo magnético se realizó para 

condiciones dentro y fuera del volumen de trabajo para observar la uniformidad del 

campo magnético en la zona de tratamiento y la densidad del campo magnético 

remanente en la región donde se colocan las muestras control. 

 

Campo magnético dentro del volumen de trabajo. 

 

Los datos arrojados por la simulación muestran que el arreglo de bobinas Helmholtz 

proporciona un flujo de campo magnético uniforme en la zona central de las bobinas. 

En la Fig. 4.1 se observa la distribución de la densidad del campo magnético en el 

arreglo Helmholtz, mediante la escala de colores y flechas que indican los vectores de 

la densidad de flujo. Se aprecia que en la zona central los vectores poseen una 

dirección perpendicular a las bobinas y conservan la misma proporción en tamaño. 
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Fig. 4.1. Resultados de la simulación del campo magnético en el arreglo de bobinas Helmholtz 

 

Mediante la simulación se logró observar la región plana con la intensidad del 

campo magnético igual en cada uno de los puntos del volumen de trabajo, donde 

se colocan los filtros permeables. La Fig. 4.2 muestra la región de trabajo, la cual 

no excede de un cilindro de 20 mm de diámetro y 16 mm de altura. 
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Fig. 4.2. Distribución del campo magnético (trazo de puntos azules) y su correspondencia con el 
volumen de trabajo y las zonas de los filtros permeables. 

 

La densidad de flujo magnético en el volumen de trabajo se observa gráficamente 

en la Fig. 4.3, en donde se aprecia un color uniforme en los pozos.  
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Fig. 4.3. Distribución uniforme de la densidad de flujo magnético (G) (zona roja) en la región 
correspondiente a los filtros con los cultivos celulares. 

 

Para corroborar de manera cuantitativa la uniformidad de la distribución del 

campo en la región de interés, se calcularon los siguientes parámetros: media, 

desviación estándar, máximo y mínimo de la intensidad del campo magnético en 

cada pozo; los resultados se muestran en la TABLA 4.1. 

TABLA 4.1. DENSIDAD DE FLUJO MAGNÉTICO EN LA REGIÓN DE INTERÉS. 

Parámetro Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3 Pozo 4 

Media (G) 20.217 20.223 20.210 20.234 

STD 0.049 0.053 0.053 0.041 

Máximo (G) 20.312 20.307 20.301 20.316 

Mínimo (G) 20.105 20.080 20.068 20.110 

     

 

Se efectuaron diferentes configuraciones de distancias de separación de las 

bobinas y de los diámetros de cada una, así como del número de vueltas del 

alambre de cobre. 

Los resultados de las pruebas realizadas mediante la simulación para el número 

de vueltas se pueden ver en la Fig. 4.4, en donde efectivamente se comprueba que 

la densidad de flujo magnético es directamente proporcional al número de vueltas 

de las bobinas en el arreglo tipo Helmholtz. 
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Fig. 4.4. Curvas de densidad de flujo magnético en proporción al número de vueltas.  

 

En la Fig. 4.5 se observan las curvas de la densidad de flujo magnético simuladas 

al modificar los radios de las bobinas. Se observa que mientras menor sea el radio, 

la magnitud del campo magnético es menor y se pierde la región uniforme propuesta 

de 40mm (marcada en la imagen de -20 a 20 mm). Sin embargo, al aumentar de 

más el radio, la región que requiere ser uniforme tiende a hacer un valle y cae un 

poco en la región central. 

 

Fig. 4.5. Curvas de densidad de flujo magnético variando el radio de las bobinas. 
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De la misma forma, al variar la distancia de la separación de las bobinas (Fig. 

4.6), se observa cómo la región central cambia de valle a cresta. Sin embargo, se 

observa que con la separación a utilizar de 32 mm se puede lograr la región plana. 

 

Fig. 4.6. Curvas de densidad de flujo magnético variando la distancia de separación de las bobinas. 

 

Campo magnético en la zona cercana al volumen de trabajo. 

 

Con el objetivo de observar la densidad de flujo magnético fuera y cercana a la 

zona del volumen de trabajo, se tomaron diferentes puntos de la simulación a 

distancias de aproximadamente 35 cm a 85 cm. Mediante la herramienta de 

aproximación de la curva en Matlab se obtuvo (14): 

 𝑓(𝑥) = 31.61𝑒  −15.42𝑥 + 0.73287𝑒−0.04569∗𝑥 (14) 

 

La Fig. 4.7 muestra los datos obtenidos de la simulación y la curva descrita por 

(14). La aproximación de la curva obtuvo un coeficiente de determinación R2= 

0.9891 y un valor de la Raíz del Error Cuadrático Medio RMSE= 0.004295. 
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Fig. 4.7. Datos obtenidos de la simulación para distancias fuera del volumen de trabajo. 

 

4.1.1.2 Pruebas con corriente continua. 

 

Como prueba inicial se propuso medir la densidad de flujo magnético desde 

el centro de las bobinas, utilizando el instrumento Gauss/Tesla Meter 5180 y 

manteniendo fija la densidad del campo. Los resultados de la prueba se 

observan en la Fig. 4.8, en donde se aprecia la región plana del volumen de 

trabajo en la zona central. 

Los datos de las medidas de campo magnético utilizando los criterios 

definidos para las pruebas, aplicando corriente continua, se muestran en la 

TABLA 4.2. El coeficiente de variación determinó el grado de dispersión de la 

magnitud del campo magnético para el volumen de trabajo, el cual fue menos 

del 1% en todos los casos, considerando los promedios de los cuatro sensores. 

Esto sugiere una uniformidad del campo magnético y un buen desempeño de la 

configuración Helmholtz. 
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TABLA 4.2. RESPUESTA DE LOS SENSORES DE EFECTO HALL DE LAS 10 SERIES DE MEDICIONES Y 
LOS RESULTADOS DE LA DISPERSIÓN DE LOS SENSORES, MEDIA (SD). 

*G Sensor 1 Sensor 2 Sensor 3 Sensor 4 Medias de los 
sensores 

●CV 
(%) 

       

1.50 1.565 (0.0548) 1.585 (0.0476) 1.5685 (0.0718) 1.5476 (0.0623) 1.568 (0.0155) 0.99 

3.20 3.37 (0.08) 3.38 (0.09) 3.37 (0.09) 3.34 (0.08) 3.37 (0.02) 0.52 

5.40 5.44 (0.08) 5.47 (0.09) 5.46 (0.09) 5.43 (0.06) 5.45 (0.02) 0.37 

7.60 7.57 (0.06) 7.58 (0.06) 7.59 (0.07) 7.57 (0.07) 7.58 (0.01) 0.18 

9.70 9.81 (0.07) 9.85 (0.08) 9.85 (0.08) 9.82 (0.08) 9.83 (0.02) 0.20 

11.90 12.08 (0.10) 12.12 (0.11) 12.11 (0.09) 12.10 (0.09) 12.10 (0.02) 0.14 

14.30 14.37 (0.09) 14.43 (0.10) 14.44 (0.09) 14.40 (0.08) 14.41 (0.03) 0.22 

16.70 16.67 (0.11) 16.73 (0.10) 16.74 (0.10) 16.69 (0.09) 16.71 (0.03) 0.20 

19.00 19.01 (0.09) 19.08 (0.09) 19.04 (0.09) 19.03 (0.07) 19.04 (0.03) 0.17 

21.10 21.36 (0.09) 21.42 (0.09) 21.37 (0.11) 21.39 (0.08) 21.39 (0.03) 0.12 

23.30 23.72 (0.17) 23.81 (0.17) 23.74 (0.19) 23.75 (0.15) 23.75 (0.04) 0.16 

25.70 26.05 (0.12) 26.11 (0.12) 26.06 (0.13) 26.07 (0.10) 26.07 (0.03) 0.10 

28.30 28.39 (0.12) 28.46 (0.12) 28.38 (0.09) 28.40 (0.10) 28.41 (0.03) 0.12 

30.50 30.76 (0.11) 30.79 (0.12) 30.74 (0.12) 30.75 (0.11) 30.76 (0.02) 0.07 

32.80 33.08 (0.06) 33.12 (0.07) 33.09 (0.08) 33.06 (0.06) 33.09 (0.03) 0.08 

35.20 35.41 (0.11) 35.45 (0.12) 35.43 (0.13) 35.35 (0.12) 35.41 (0.04) 0.12 

37.50 37.78 (0.11) 37.75 (0.10) 37.80 (0.12) 37.72 (0.11) 37.76 (0.04) 0.10 

40.00 40.11 (0.10) 40.08 (0.10) 40.12 (0.10) 40.03 (0.09) 40.09 (0.04) 0.10 

*Densidad de flujo magnético (Gauss) 
●CV, Coeficiente de variación 

 

Se realizó una prueba para observar el campo magnético en la región central de 

las bobinas. Dicha prueba consistió en inducir un campo magnético de 25 G y 

medirlo desde el centro hacia la zona exterior de las bobinas. Las mediciones se 

efectuaron cada 1 mm utilizando el Gauss/Tesla Meter 5180 y se realizaron 4 

mediciones (cada 90°). 

Los resultados de las mediciones se observan en la Fig. 4.8, en donde se aprecia 

la región plana, la cual se encuentra justo en el centro de las bobinas. 

Con estos mismos datos se calculó la media y desviación estándar de las 

medidas tomadas desde el centro hasta los 20 mm (Volumen de trabajo), dando 

como resultado m= 24.9594, y STD= 0.1627. 
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Fig. 4.8. Densidad de flujo magnético medido desde el centro de las bobinas. 

 

4.1.1.3 Pruebas con corriente pulsante. 

 

Las pruebas con corriente pulsante se realizaron a diferentes frecuencias en dos 

condiciones de temperatura: en medio ambiente y dentro de la incubadora. 

En cuanto a temperatura ambiente (24.6°C), en la Fig. 4.9a se observa cómo la 

densidad de flujo magnético a frecuencias bajas (f<5Hz) se conserva prácticamente 

en 25 G, mientras que en la Fig. 4.9b se aprecia la atenuación del campo conforme 

la frecuencia se incrementa. 
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Fig. 4.9. Señales de densidad de flujo magnético a temperatura ambiente superpuestas a 
diferentes frecuencias, a) f < 5 Hz, b) 60 ≥ f ≥ 5 Hz. 

 

 

Resultados de la afectación de la temperatura al campo magnético. 

 

La Fig. 4.10 muestra la comparación de las lecturas de densidad de flujo 

magnético en las condiciones de temperatura de 24.6 y 36.7°C. Se observa que 

hubo una atenuación de la intensidad del campo magnético al cambiar las 

condiciones de temperatura, es decir, al colocar el generador de campo magnético 

dentro de la incubadora a 36.7°C. No obstante, se conserva la tendencia de 

atenuación al aumentar la frecuencia en ambas condiciones de temperatura. 
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Fig. 4.10. Respuesta del generador de campo magnético considerando la frecuencia y 
temperatura. 

 

Para observar modificaciones en la operación del generador del campo 

magnético, en la Fig. 4.11 se muestran los cambios de temperatura dentro de la 

incubadora, en exposiciones de campo magnético durante 60 min con corriente 

pulsante en las frecuencias de 1 y 10Hz. Se observó un incremento de temperatura 

menor a 0.4°C a lo largo del experimento para ambas frecuencias. 

 

Fig. 4.11. Medición de la temperatura durante 1 hora a 1 y 10 Hz. 
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En relación con los registros de densidad de flujo magnético durante las pruebas 

de 60 min, en la TABLA 4.3 se muestra la media y la desviación estándar de los 

datos obtenidos. Se observa una mínima desviación estándar menor al 1%, lo que 

sugiere que la densidad de flujo se conserva a lo largo del experimento. 

TABLA 4.3. CAMPO MAGNÉTICO DURANTE UNA HORA DE EXPOSICIÓN. 

Frecuencia Media (G) STD 

1 Hz 20.21 0.13 

10 Hz 20.05 0.05 

 

 

4.1.2. Pruebas y resultados para el sistema de medición de impedancia 

eléctrica en monocapas celulares. 

 

4.1.2.1 Validación del sistema desarrollado con el sistema comercial 

CellZscope®. 

 

Comparación de los algoritmos de estimación de parámetros del modelo 

eléctrico de la monocapa celular a partir de los resultados obtenidos de la 

magnitud de impedancia eléctrica. 

 

Los resultados de la prueba de validación del algoritmo desarrollado con Matlab 

y el algoritmo del sistema comercial se muestran en las Fig. 4.12 - Fig. 4.14. Se 

utilizaron los mismos valores de la magnitud de la impedancia eléctrica transepitelial 

para ambos algoritmos y se aproximaron los valores de TEER, Capacitancia Ccl, y 

resistencia del medio (Rmed). Se obtuvieron 10 mediciones por cada pozo y se 

compararon los resultados. Se realizaron estas pruebas con la finalidad de 

comparar los algoritmos como una fase del desarrollo del sistema de medición de 

impedancia eléctrica. 
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Fig. 4.12. Comparativa de TEER del algoritmo desarrollado en Matlab con el algoritmo interno del 
sistema comercial CellZscope®. 

 

 

Fig. 4.13. Comparativa de la capacitancia de la monocapa celular del algoritmo desarrollado en 
Matlab con el algoritmo interno del sistema comercial CellZscope®. 
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Fig. 4.14. Comparativa de la resistencia del medio/filtro del algoritmo desarrollado en Matlab con el 
algoritmo interno del sistema comercial CellZscope®. 

 

Además de las gráficas comparativas, se realizó la prueba de Wilcoxon Matched-

Pairs Signed Rank mediante el software GraphPad Prism versión 6.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego CA) para encontrar los valores p y determinar si los datos 

arrojados por ambos algoritmos son significativamente parecidos (TABLA 4.4). 

TABLA 4.4. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE WILCOXON MATCHED-PAIRS SIGNED RANK PARA LAS 
COMPARACIONES DE LOS ALGORITMOS 

Parámetros TEER(Ω*cm2) Ccl (µF/cm2) Rmed (Ω) 

P > 0.9999 0.2500 0.5000 

Diferencia Mediana  -0.06955  -3.192e-008 -0.2476 

¿Diferencias mayores al %5? (P < 0.05) No No No 

 

Comparación del sistema desarrollado con el sistema comercial CellZscope®. 

 

Una vez que se validó el algoritmo desarrollado en Matlab, fue necesario validar 

el sistema completo, es decir, comparar el sistema desarrollado con el equipo 

comercial CellZscope®. Para ello se montó la infraestructura para conmutar 

únicamente la cámara con los electrodos junto con los cultivos celulares y así 

evaluar los sistemas de medición de impedancia eléctrica como la aproximación de 

parámetros. Se realizaron 10 mediciones de 3 pozos diferentes (cada 2 min) y se 

compararon los 2 sistemas. 
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Los resultados de las comparaciones para TEER, Ccl y Rmed se pueden apreciar 

en las Fig. 4.15-Fig. 4.17. 
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Fig. 4.15. Comparativa de TEER del sistema comercial CellZscope® y el sistema desarrollado. 

C a p a c ita n c ia  d e  la  m o n o c a p a

In s e rto s


F

/c
m

2

1 2 3

1 .4

1 .6

1 .8

2 .0

2 .2

2 .4

2 .6

C e llsZ co p e

S is te m a  D e s a rro lla d o

 

Fig. 4.16. Comparativa de la capacitancia de la monocapa celular Ccl del sistema comercial 
CellZscope® y el sistema desarrollado. 



78 
 

R m e d

In s e rto s

O
h

m

1 2 3

8 0

9 0

1 0 0

1 1 0

1 2 0

1 3 0

C e lls z c o p e

S is te m a  D e s a rro lla d o

 

Fig. 4.17. Comparativa de la resistencia del medio del sistema comercial CellZscope® y el sistema 
desarrollado. 

 

Los resultados cuantitativos de comparación entre el sistema desarrollado y el 

sistema comercial se muestran en la TABLA 4.5, en donde se realiza una 

comparación utilizando la prueba de Mann Withney. No se observaron diferencias 

significativas en los resultados obtenidos con los dos instrumentos. 

 

TABLA 4.5. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE MANN WHITNEY DE LAS COMPARACIONES DEL 
SISTEMA COMERCIAL CON EL DESARROLLADO 

Parámetros TEER(Ω*cm2) Ccl (µF/cm2) Rmed (Ω) 

P 0.9 0.7 0.4 

¿Diferencia significativa? (P < 0.05) No No No 

Mann-Whitney U 4 3 2 

Diferencia entre las medianas 

   
Mediana CellZscope® 37.95 2.088 102.2 

Mediana CAMEIA 34.64 1.932 100.5 

Diferencia: Actual -3.314 -0.1562 -1.664 
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4.1.2.2 Pruebas de tiempo de confluencia mediante el uso de la TEER 

obtenida por el medidor de impedancia eléctrica. 

 

Se realizó un seguimiento de la impedancia eléctrica de las monocapas celulares 

cada 15 min, desde el momento en que se siembran hasta justo después del cambio 

de medio de cultivo, para observar su comportamiento a través del tiempo. La 

impedancia se registró automáticamente bajo las condiciones normales de 

crecimiento (dentro de un ambiente controlado de CO2, humedad y temperatura) 

utilizando el sistema de medición de impedancia desarrollado. Las células se 

sembraron conforme al procedimiento mostrado en el anexo 7.1; los resultados del 

experimento se muestran en la Fig. 4.18. 

 

 

Fig. 4.18. Seguimiento de la TEER en las monocapas celulares a partir del momento de sembrado, 
*CM es cambio de medio. 

Los resultados de la prueba de monitoreo de impedancia eléctrica indican un 

aumento en la TEER conforme se da un crecimiento en la monocapa celular, siendo 

un comportamiento normal reportado en la literatura [46], [100], [101]. Al momento 

de hacer el cambio de medio, se observa que la TEER cae drásticamente y se 

recupera en un lapso de cerca de 10 h, lo que indica que el cambio de medio afecta 

significativamente a la impedancia eléctrica de la monocapa celular. 

De la misma forma se realizó otro seguimiento de la TEER a través del tiempo a 

partir del primer cambio de medio. En esta ocasión se presentaron problemas tanto 

de CO2 como de medición de impedancia debido a situaciones externas. El 

resultado se presenta en la Fig. 4.19, en donde se aprecia un comportamiento 

anormal en la TEER de la monocapa debido a estos fallos.  
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Fig. 4.19. Monitoreo de la TEER con modificaciones en el CO2. 

 

4.2. Pruebas y resultados para evaluar efectos de la aplicación del campo 

magnético en cultivos celulares. 

 

Aquí se expondrán las pruebas y los resultados de los diferentes parámetros que 

se utilizaron para evaluar la aplicación del campo magnético en las monocapas 

celulares. 

 

4.2.1. Medición de Impedancia eléctrica 

 

Como primer parámetro se planteó medir la impedancia eléctrica y obtener la 

TEEI de las monocapas celulares al aplicarse una radiación magnética. Se 

realizaron pruebas en donde se tuvieron 2 poblaciones de cultivos celulares: 

controles y tratados.  

 

4.2.1.1 Medición de impedancia eléctrica transepitelial en cultivos celulares 

expuestos a campo magnético de 10 G @ 60 Hz. 

 

Falla en el CO2 
Falla en el CO

2
 

Falla en la lectura de 

impedancia 
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Las monocapas celulares se llevaron a confluencia y a partir de ahí se consideran 

estables y se les aplicó campo magnético de 10 G con una frecuencia de 60 Hz 

durante 60 min cada 4 h. 

Se realizaron mediciones de impedancia eléctrica transepitelial antes y después 

del tratamiento para comparar posibles diferencias de TEER y de capacitancia Ccl, 

como resultado de la aplicación del campo magnético a las monocapas celulares. 

Los resultados del experimento se muestran en la TABLA 4.6 y Fig. 4.20.  

 

TABLA 4.6. DATOS COMPARATIVOS DE TEER Y Ccl DE TRATAMIENTO CON CAMPO MAGNÉTICO  
10 G @ 60 HZ, cada renglón corresponde a una exposición. 

#Exp Control - TEER (Ccl)* Diferencia Tratamiento- TEER (Ccl)* Diferencia 

 Pre Post (%) Pre Post (%) 

1 129.71 (4.01) 134.12 (4.09) 3.41 (1.88) 159.82 (3.19) 160.12 (3.32) 0.19 (4.13) 

2 128.36 (4.27) 130.69 (4.11) 1.82 (-3.83) 155.41 (3.30) 154.36 (3.38) -0.68 (2.37) 

3 128.01 (3.94) 135.28 (3.71) 5.68 (-6.02) 155.20 (3.32) 156.20 (3.32) 0.65 (-0.11) 

4 139.29 (3.51) 141.29 (3.12) 1.43 (-11.08) 155.11 (3.31) 157.12 (3.15) 1.29 (-4.88) 

5 147.48 (3.22) 140.43 (3.33) -4.77 (3.58) 155.54 (3.16) 156.01 (3.10) 0.30 (-2.16) 

6 146.66 (3.10) 139.58 (3.39) -4.83 (9.31) 153.92 (3.18) 151.99 (3.23) -1.26 (1.52) 

7 139.17 (3.48) 143.26 (3.32) 2.94 (-4.64) 151.70 (3.24) 152.09 (3.23) 0.26 (-0.29) 

Media 136.95 (3.65) 137.81 (3.58) 0.81 (-1.54) 155.24 (3.24) 155.41 (3.25) 0.11 (0.08) 

STD 8.38 (0.43) 4.52 (0.39) 4.07 (6.85) 2.43 (0.07) 2.88 (0.10) 0.84 (2.99) 

 *  Valores de TEER (Ω*Cm2) y Valores de Ccl (µF/cm2) 

 

 

Fig. 4.20. Comparativa de parámetros de impedancia eléctrica previa y posterior al tratamiento de 
campo magnético con magnitud de 10 G @ 60 Hz. 
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Con los datos de la TABLA 4.6 se realizó un análisis de t-Student pareado para 

observar diferencias antes y después de la exposición. Los resultados obtenidos 

arrojaron valores p = 0.7046 en las células control y p=0.7410 en las tratadas, los 

cuales no representan diferencia estadísticamente significativa. 

 

4.2.1.2 Medición de impedancia eléctrica transepitelial en cultivos celulares 

expuestos a campo magnético de 50 G @ 60 Hz. 

 

Se decidió aumentar la densidad de flujo magnético de 10 G a 50 G manteniendo 

la frecuencia y repetir la experimentación. Para ello se llevaron las monocapas a 

confluencia y se les aplicó el tratamiento siguiendo el protocolo de experimentación 

de 60 min de exposición cada 4 h. 

Las mediciones de la impedancia eléctrica se realizaron antes y después del 

tratamiento para comparar valores y evaluar la significancia de las diferencias por 

la aplicación de estímulos magnéticos.  

Los datos que se introdujeron al programa GraphPad Prism fueron las medias de 

los valores de TEER y Ccl previos y posteriores al tiempo de tratamiento, tanto para 

las células control como para las tratadas. Utilizando los datos de la TABLA 4.7. se 

realizó un análisis de t-Student pareado asumiendo que los datos tienen una 

distribución normal, dando como resultado valores p = 0.266 en las células control 

y p=0.6382 en las tratadas, los cuales no representan una diferencia 

estadísticamente significativa. 

 

TABLA 4.7. DATOS COMPARATIVOS DE TEER Y Ccl DE TRATAMIENTO CON CAMPO MAGNÉTICO  
50 G @ 60 HZ, cada renglón corresponde a una exposición. 

#Exp Control - TEER (Ccl)* Diferencia Tratamiento- TEER (Ccl)* Diferencia 

  Pre Post (%) Pre Post (%) 

1 176.28 (1.63) 177.52 (1.61) -0.70 (0.81) 179.57 (1.43) 177.27 (1.40) 1.27 (2.54) 

2 179.99 (1.60) 185.04 (1.56) -2.80 (2.37) 178.57 (1.40) 180.23 (1.38) -0.92 (1.17) 

3 178.38 (1.50) 178.14 (1.47) 0.13 (1.85) 183.97 (1.37) 184.30 (1.36) -0.18 (0.55) 

4 183.00 (1.39) 181.99 (1.41) 0.54 (-1.17) 183.46 (1.32) 183.81 (1.32) -0.19 (-0.02) 

5 188.20 (1.32) 189.86 (1.30) -0.88 (1.67) 187.57 (1.30) 189.84 (1.27) -1.21 (2.14) 

6 193.35 (1.26) 192.03 (1.27) 0.68 (-0.50) 188.44 (1.30) 188.26 (1.28) 0.098 (1.21) 

Media 186.20 (1.45) 184.10 (1.44) -0.51 (0.84) 183.60 (1.35) 183.95 (1.34) -0.19 (1.27) 

STD 6.47 (0.15) 6.00 (0.14) 1.29 (1.41) 4.02 (0.06) 4.73 (0.05) 0.87 (0.96) 

  *  Valores de TEER (Ω*Cm2) y Valores de Ccl (µF/cm2) 
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La Fig. 4.21 muestra una comparativa de los parámetros de TEEI antes y 

después del tratamiento.  

 

 

Fig. 4.21. Comparativa de parámetros de impedancia previa y posterior al tratamiento de campo 
magnético con magnitud de 50 G @ 60 Hz. 

 

4.2.2. Cierre de herida 

 

El ensayo de cierre de herida se utilizó para medir el porcentaje de cierre de la 

monocapa celular al realizársele una lesión en donde se desprenden células de la 

caja Petri. Se repitió el experimento 8 veces en las células control y 10 veces las 

tratadas. El procedimiento del experimento de cierre de herida se muestra en anexo 

7.5. 

El porcentaje de confluencia de las células se obtuvo utilizando las imágenes 

binarizadas, contando el número de pixeles blancos (áreas A y B de la Fig. 4.22) y 

mediante (15).  

 
% 𝑐𝑜𝑛𝑓𝑙𝑢𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =  

(𝐴 − 𝐵) ∗ 100%

𝐴
 

(15) 

 

En la ecuación (15), A y B son las cantidades de pixeles blancos de la abertura 

de la herida, inicial (𝑡𝑜) y después de un tiempo x (𝑡𝑥) respectivamente (Fig. 4.22). 

Ccl 
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Fig. 4.22. Heridas captadas con microscopio, A, B) imágenes binarizadas para calcular el 
porcentaje de superficie cubierta por células, C) secuencia de evolución del cierre de la herida a lo 

largo del tiempo. 

 

La Fig. 4.23 muestra las comparativas del porcentaje de confluencia de las 

células control y las tratadas. 

 

Fig. 4.23. Porcentaje de confluencia de la herida a través del tiempo. 

A 

B 

C 

       0 h        2h        4h     6h    8h           10h 

       12 h       14h   16h   18h    20h           22h 
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Mediante una conversión de píxeles y distancia (mm) se puede calcular el área 

de la herida y la velocidad de cierre de herida. La Fig. 4.24 muestra la evolución del 

área de la herida a través del tiempo. 

 

Fig. 4.24. Evolución del área de superficie de la herida. 

 

La Fig. 4.25 muestra la tendencia de la velocidad de confluencia. En la imagen 

se aprecia una mayor velocidad de cierre de la herida en las primeras horas del 

experimento. 

 

Fig. 4.25. Velocidad de cierre de la herida.  
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4.2.3. Inmunofluorescencia 

 

Mediante la técnica de inmunofluorescencia se hace uso de anticuerpos unidos 

químicamente a una sustancia fluorescente para determinar la presencia de las 

proteínas CLDN1 y ZO-1 (goat anti-rabbit) y para observar los núcleos celulares se 

utilizó DAPI como marcador fluorescente, el cual permite identificar la presencia de 

células en el cultivo. 

Inicialmente las imágenes del confocal se obtienen en cortes ópticos 

transversales de las monocapas celulares (Fig. 4.26a). Después se toma la 

proyección máxima sumando las intensidades de pixeles de cada una de las 

imágenes de los cortes ópticos (Fig. 4.26b). Por último, se analizan por 

fluorescencia (núcleos y uniones estrechas) (Fig. 4.26c,Fig. 4.26d).  

 

Fig. 4.26. Inmunofluorescencia a) Cortes transversales, b) proyección máxima, C) Núcleos 
celulares, d) Proteína de la unión estrecha. 

a) b) 

c) d) 

DAPI /  

DAPI   
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4.2.3.1 Evaluación de los núcleos celulares  

 

Para obtener una estimación de cuantas células se encuentran en el cultivo, se 

requiere contar el número de ellas por unidad de área. Se sabe que existe una 

coincidencia entre el número de núcleos celulares y el número de células, 

asumiendo que existe un núcleo por célula. Por ello, se pueden contar los núcleos 

por imagen, mediante Matlab, considerando sus propiedades de tamaño y forma. El 

programa desarrollado en MATLAB para análisis de los núcleos celulares se 

encuentra en el anexo 4. 

 

En la Fig. 4.27a se observan los núcleos marcados con DAPI binarizados para 

analizarlos mediante Matlab. La Fig. 4.27b muestra los núcleos catalogados por 

tamaño de área. En la Fig. 4.27c y Fig. 4.27d se muestran los histogramas de forma 

(circularidad) y áreas de los núcleos respectivamente. 

 

Fig. 4.27. a) Binarización de los núcleos celulares, b) Área de cada uno de los núcleos celulares, c) 
Histograma de circularidad de los núcleos celulares, d) Histograma del área de los núcleos 

celulares. 

a) b) 

c) d) 
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Se realizaron las respectivas comparaciones en cantidades celulares en cada 

una de las etapas del experimento y la densidad celular se muestra en la Fig. 4.28. 

 

Fig. 4.28. Gráfica comparativa de densidad de células en cada etapa del experimento. 

De igual forma la Fig. 4.29 exhibe los resultados de área y forma de los núcleos 

celulares. 

 

Fig. 4.29. Gráfica comparativa de Área y forma circular de los núcleos celulares. 

** Valor p<0.01  
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4.2.3.2 Evaluación en la intensidad de fluorescencias de CLDN1 y ZO-1 

 

La cantidad de proteínas es directamente proporcional con la fluorescencia, por 

lo que, al obtener las imágenes de inmunofluorescencia en las mismas condiciones, 

las cantidades de pixeles marcados con el color correspondiente al anticuerpo nos 

genera una estimación de la presencia de la proteína marcada. La manera en que 

se compararon los niveles de proteína de la unión estrecha en control y tratamiento 

fue utilizando el histograma de colores.  

Los resultados de la comparativa en el primer experimento donde se relaciona el 

color verde con los niveles de CLDN1 se aprecian en la Fig. 4.30. 

  

Fig. 4.30. Comparativa de las proyecciones máximas del fluorocromo asociado con la presencia de 
CLDN1 50G @60Hz. 

 

La Fig. 4.31 muestra la diferencia en el promedio de la intensidad de los pixeles 

que representan la presencia de CLDN1, utilizando el histograma proporcionado por 

el software de visualización de las imágenes del microscopio confocal.  

50 µm 50 µm 

Control Tratamiento   
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Fig. 4.31. Comparativa del promedio de intensidad de pixeles relacionados con la presencia de 
CLDN1 50G @60Hz. 

 

De manera similar se analizaron las imágenes de inmunofluorescencia de la 

proteína de la unión estrecha ZO-1 al aplicar tratamiento con campo magnético con 

amplitud de 50 G @ 60 Hz. Se realizó el experimento de acuerdo con lo establecido 

en la Fig. 3.25. 

Las imágenes de las inmunofluorescencias se aprecian en la Fig. 4.32– Fig. 4.34 

 

Fig. 4.32. Inmunofluorescencia de control y tratamiento en las primeras 24 h de exposición a 
campo magnético 50G @60Hz. 

**** 

**** valor p<0.0001 

50 µm 

DAPI /  

50 µm 

DAPI /  Control Tratamiento 

24h Tx 24h Ctrl 
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Fig. 4.33. Inmunofluorescencia de control y tratamiento a las 48 h de exposición a campo 
magnético (24 h de exposición + 24 h de descanso) 50G @60Hz. 

 

 

Fig. 4.34. Inmunofluorescencia de control y tratamiento a las 72 h de exposición a campo 
magnético (24 h de exposición + 24 h de descanso + 24 h de tratamiento) 50G @60Hz. 

 

Se obtuvieron resultados utilizando el histograma de la inmunofluorescencia para 

ZO-1 y se muestran en la Fig. 4.35. 

50 µm 

DAPI /  

50 µm 

DAPI /  Control Tratamiento 

24h Tx+24h D 24h Ctrl+24h D 

50 µm 

DAPI /  
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DAPI /  Control Tratamiento 

  24h Ctrl+24h D 

+24h Ctrl 
  24h Tx+24h D 
+24h Tx 
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Fig. 4.35. Gráfica comparativa del promedio de intensidad de pixeles relacionados con la presencia 
de ZO-1 50G @60 Hz. 

  

**     Valor p< 0.01 

****  Valor p< 0.0001 
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CAPÍTULO 5. DISCUSIONES 

 

5.1. Ambiente controlado 

 

En el trabajo experimental con cultivos celulares resulta de fundamental 

importancia cuidar que los protocolos existentes para su desarrollo y manejo sean 

estrictamente atendidos. Se conoce que las células son sensibles a la luz, 

temperatura, pH, humedad y elementos nutricionales, entre otros factores. Se 

conoce también que la experimentación incorpora estructuras control que sirven de 

referencia para el análisis estadístico de los resultados, considerando que al estar 

en condiciones similares el control y el tratamiento, los efectos por la variabilidad en 

ellas puedan ser los mismos. En este trabajo se desarrolló una infraestructura, en 

donde se lograron fijar los parámetros de humedad, temperatura y %CO2, 

estrictamente utilizados en los experimentos con cultivos celulares. El sistema 

desarrollado funcionó satisfactoriamente en este proyecto y permitirá dar 

continuidad o ampliar la experimentación in situ, ya que forma parte de la 

infraestructura del área biológica del Cinvestav. 

 

5.2. Generador de campo magnético 

 

Se diseñó, simuló y construyó un generador de campo magnético variable en 

densidad de flujo magnético y frecuencia. Mediante las pruebas de simulación y 

mediciones directas con el prototipo físico, se observó que el generador es capaz 

de proporcionar campo magnético uniforme en un volumen de trabajo determinado 

para albergar 4 filtros permeables con células en su interior. El generador resultó 

adecuado para realizar la experimentación con campos magnéticos, debido a su 

tamaño, materiales de elaboración y condiciones para efectuar asepsia mediante 

radiación UV para la esterilización de la superficie del generador y así evitar 

contaminación dentro de la incubadora.  

Mediante las pruebas de larga duración se logró observar durante 60 min un 

aumento de 0.4°C en la zona de trabajo. Este cambio de la temperatura se 

encuentra dentro de los rangos permisibles y seguros para los cultivos celulares, 

además de comprobar la estabilidad del generador de campo magnético, como se 

reporta en la sección 4.1.1.3. 
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5.3. Medidor de impedancia eléctrica transepitelial 

 

Se diseñó y construyó un sistema para la medición de impedancia eléctrica 

transepitelial. Las cámaras para la medición de impedancia eléctrica se elaboraron 

con materiales biocompatibles y apropiados para su esterilización.  

Se comparó el sistema de medición de impedancia eléctrica desarrollado para 

validación con el sistema comercial CellZscope utilizado como referencia. Los 

resultados no mostraron diferencias significativas, lo cual sugiere una equivalencia 

entre los dos dispositivos. Además, se observó similitud en los resultados arrojados 

por el algoritmo de aproximación de parámetros del modelo eléctrico de la 

monocapa celular y los datos obtenidos con el algoritmo de sistema comercial. 

Se dio seguimiento de la TEER a lo largo del tiempo de maduración de la 

monocapa para observar su grado de confluencia, confirmando la información de la 

literatura. Mediante este seguimiento se observó una disminución significativa de la 

TEER tras realizarse el cambio de medio, recuperándose en aproximadamente 10 

h. Es importante destacar que cualquier variación en el ambiente puede llegar a 

afectar significativamente las mediciones de impedancia eléctrica, es por ello que 

mantener un ambiente controlado es fundamental en los experimentos. 

 

5.4. Técnicas propuestas para la evaluación de la integridad de la monocapa 

celular ante la exposición a los campos magnéticos pulsados 

 

5.4.1. Impedancia eléctrica transepitelial 

 

Se planteó como parámetro inicial la impedancia eléctrica transepitelial de las 

monocapas celulares, la cual incluye obtención de la TEER y Ccl por su relación 

directa con la integridad de la monocapa celular. El no haber obtenido información 

significativa sobre los efectos en los valores de la impedancia eléctrica transepitelial 

por la aplicación de campos magnéticos pulsados de 10 y 50G @60Hz en 

monocapas celulares confluentes, no significa que no exista efecto en las células 

bajo estas condiciones.  
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5.4.2. Cierre de la herida 

 

Se decidió utilizar la técnica del ensayo de cierre de herida debido a los reportes 

que sugieren regeneración de tejido óseo ante la exposición de campos magnéticos 

[102], [103]. Mediante la observación de la migración celular (velocidad de cierre de 

la herida) y la confluencia (porcentaje de cierre de herida) de la monocapa celular 

no se observaron diferencias significativas entre las células control y las expuestas 

a campos magnético con densidad de flujo de 50 G @ 60 Hz. Los resultados 

obtenidos de la evolución del área de la herida a través del tiempo se comportan de 

manera similar a la reportada por Zahm et al. en 1997, utilizando células epiteliales 

del sistema respiratorio humano y realizando una herida circular de área cercana a 

los 30 mm2 [104]. 

Se realizó la herida de las monocapas celulares manualmente usando una punta 

de pipeta por su relación costo-beneficio. A pesar que se han reportado otras 

técnicas más automatizadas y precisas de realizar las heridas [105], los resultados 

obtenidos fueron similares a los de la literatura.  

 

5.4.2.1 Inhibición por contacto. 

 

Las células normales en cultivo muestran un fenómeno conocido como inhibición 

por contacto. Este consiste en que al ser sembradas en condiciones adecuadas las 

células crecen y proliferan hasta llenar el espacio del cual disponen, es decir, la 

superficie de la caja de Petri. 

En la serie experimental se midió la capacidad de la monocapa para alcanzar a 

cubrir la superficie de la caja, en la cual se levantaron las células al practicar la 

herida. Se encontró que la capacidad para cubrir esa superficie fue similar en los 

cultivos controles y en los expuestos a campos magnéticos. 

Se observó además que una vez cubierta la superficie carente de células, éstas 

dejaron de crecer. Este fenómeno también está relacionado con la inhibición por 

contacto y es un resultado importante de esta tesis. La inhibición por contacto se 

pierde en células tumorales y se ha sugerido que la exposición a campos 

magnéticos puede inducir crecimientos celulares tumorales. 

Los resultados aquí mostrados sugieren que la exposición a campos magnéticos, 

bajo condiciones controladas, no indujo crecimientos anormales de las monocapas, 

ni pérdida de la inhibición por contacto. 
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5.4.3. Inmunofluorescencia 

 

La técnica de inmunofluorescencia permite obtener resultados cualitativos y 

cuantitativos mostrados en imágenes de las proteínas deseadas. Se decidió obtener 

imágenes de las proteínas de la unión estrecha (CLDN1 y ZO-1), así como de los 

núcleos, para observar de manera objetiva la estructura celular al estar bajo 

tratamiento de campo magnético con densidad de flujo de 50 G @ 60 Hz en periodos 

de exposición de 60 min cada 4 h.  

 Se observaron diferencias significativas en la fluorescencia correspondiente a 

las proteínas de las uniones estrechas durante las primeras 24 h. Para el caso de 

C 1, la expresión de esta proteína resultó en un decremento mayor al 90% mientras 

que en la expresión de ZO-1 se tuvo un incremento mayor al 120%. Sin embargo, a 

las 48 h (24 h de descanso) y 72 h no se observan diferencias significativas en la 

expresión de ZO-1 en células control y tratamiento. 

Por otro lado, se utilizaron las imágenes de inmunofluorescencia con el marcador 

fluorescente relacionado a los núcleos celulares de manera que se observaran los 

efectos de la presencia del campo magnético en los 3 parámetros propuestos 

(Densidad de células, área y forma). El parámetro de densidad celular se obtuvo 

mediante el conteo automático celular utilizando los núcleos celulares, asumiendo 

que cada célula posee un solo núcleo. Los resultados de este análisis arrojaron 

disminución significativa en la población tratada las primeras 24 horas, haciéndose 

menor la diferencia con el tiempo hasta llegar a la similitud entre tratamiento y 

control. En cuanto a los otros 2 parámetros, tanto el área como la forma de los 

núcleos no presentaron diferencia estadísticamente significativa en las células 

control y tratadas.  
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CAPÍTULO 6. CONCLUSIONES 

 

Las conclusiones y aportaciones de este proyecto inciden principalmente en 2 

áreas del conocimiento; las contribuciones en el área tecnológica-bioelectrónica y 

en el ámbito biológico. 

En cuanto al área tecnológica-bioelectrónica se desarrollaron 2 dispositivos, los 

cuales formarán parte de la infraestructura requerida para la realización de estudios 

específicos en células y tejidos expuestos o estimulados a campos magnéticos, así 

como la infraestructura para mantener un ambiente controlado que permita el sano 

crecimiento celular. Con este resultado se da cumplimiento a los objetivos 

planteados. 

El primer dispositivo desarrollado, el generador de campo magnético, permite la 

ejecución de experimentos in situ con la seguridad de contar con un campo uniforme 

en la zona de trabajo, además de hacer posible la experimentación in situ con la 

aplicación de campo magnético variable en intensidad y frecuencia en un ambiente 

controlado. 

El segundo dispositivo desarrollado para este trabajo, el medidor de impedancia 

eléctrica para tejidos epiteliales permite la experimentación con cultivos celulares 

proporcionando mediciones similares a los equipos comerciales con la ventaja de 

ser más barato, de fácil montaje y con software escalable. 

Por sus características técnicas, la infraestructura desarrollada sirvió para cubrir 

el objetivo general de este proyecto de manera confiable y representa una 

plataforma real y útil para futuras investigaciones en el área médico-biológica. 

La segunda área del conocimiento en la que este desarrollo tecnológico permitió 

avances considerables fue en el ámbito biológico. Durante el desarrollo del proyecto 

y gracias a las condiciones controladas para la medición de cambios en los 

parámetros biológicos de cultivos de células epiteliales, tales como: la impedancia 

eléctrica transepitelial, la migración celular, se logró observar alteraciones mínimas 

en dichas mediciones debidas a artefactos experimentales. 

En cuanto a la evaluación de la presencia de las proteínas de la unión estrecha 

mediante inmunofluorescencia, así como la densidad celular, tamaño y forma de los 

núcleos celulares, se observaron diferencias significativas en la fluorescencia 

correspondiente a las proteínas presentes en los canales de las uniones estrechas 

durante las primeras veinticuatro horas; no así en la evaluación de cantidad de 

núcleos, forma y área. Este hallazgo indica una posible una alteración en los 
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procesos que se desarrollan en las uniones estrechas, bajo las condiciones de 

estimulación del campo magnético establecidas en el protocolo. 

Los resultados obtenidos sugieren una ampliación del número de opciones en los 

valores de los parámetros del campo magnético. En el caso de los resultados de 

transporte en las uniones estrechas, plantean una continuidad y ampliación de los 

experimentos para obtener más información en esta línea. 

Una característica relevante del proyecto es que logró alcanzar la etapa de 

prototipo funcional. Esto significa que se logró hacer una integración entre los 

aspectos de bioingeniería y los aspectos biológicos. Dadas las limitaciones de 

tiempo para el desarrollo de los proyectos de tesis doctorales, es importante 

destacar que en este proyecto se lograron ambas metas, la de bioingeniería con el 

desarrollo del prototipo y la de estudios biológicos utilizando el prototipo 

desarrollado, dejando las bases para futuros estudios en la línea de investigación. 
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CAPÍTULO 7. PERSPECTIVAS 

 

A partir de los resultados y discusiones de los estudios presentados en esta tesis 

doctoral, las perspectivas y trabajos futuros se orientan en varias direcciones. 

En un primer plano estaría, la realización de experimentos utilizando el generador 

de campo magnético desarrollado, para estimular mediante frecuencias y 

densidades de flujo magnético diferentes a las utilizadas en el presente trabajo, 

evaluando los mismos parámetros que fueron contemplados en el protocolo 

experimental de esta tesis. 

Sugerimos realizar tratamientos de larga duración, para lo cual se requiere 

diseñar un sistema de enfriamiento de las bobinas con el fin de evitar incrementos 

de temperatura que pueda afectar al comportamiento normal de las células. 

Por otro lado, consideramos que sería interesante realizar experimentos con otro 

tipo de líneas celulares. En concreto, se podría estudiar el comportamiento de las 

células diabéticas o cancerosas para observar su comportamiento ante la radiación 

magnética. 

De acuerdo con lo observado y la experiencia adquirida en este trabajo, se podría 

experimentar con las células en un estado de madurez bajo, esto, con la idea de 

observar si se genera una inhibición por contacto o las células siguen creciendo una 

vez confluente la monocapa celular. 

En cuanto al medidor de impedancia eléctrica transepitelial sugerimos mejorar su 

autonomía, almacenamiento y procesamiento de los datos en tiempo real. Para ello 

se necesitaría utilizar componentes electrónicos de uso específico para lograr un 

sistema embebido sin la necesidad de una computadora. 

Finalmente, consideramos que sería de interés la realización de estudios 

utilizando algún otro parámetro medible o técnica de evaluación celular ante la 

experimentación con campos magnéticos, tales como la observación del ADN, 

expresión de otras proteínas o mediante el ensayo de viabilidad celular (actividad 

metabólica) por reducción del compuesto MTT. 



B 
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ANEXOS 
 

Anexo 1. Procedimientos y diagramas de flujo  

 

Diagrama A1.1. Pasos para la simulación en Comsol Multiphysics® 

 

Se despliegan los resultados

En esta sección se puede obtener los resultados tanto numéricos en forma de tablas o datos crudos como gráficamente, 
así como la elaboración de reportes o incluso exportar los datos a aplicaciones como Excel o Matlab.

Se realiza el computo del estudio.

Mientras más fino el mallado, mayor cantidad de procesamiento se requiere para computar el estudio.

Se de define el mallado de la geometría

Esto ayuda a establecer la cantidad de ecuaciones que tiene que resolver la computadora.

Se establecen las condiciones de la física seleccionada y se relacionan con el modelo geométrico.

Número de vueltas, corriente, calibre del alambre, etc.

Se definen los materiales                                                                                                    
tanto de los objetos como del aire o la zona donde no hay componentes

En esta zona se pueden utilizar materiales predefinidos o crear algún material con las características físicas 
de uno real (conductividad, permeabilidad etc.).

Se diseña la geometría o se importa un modelo

Se pueden importar modelos de cualquier programa CAD.

Se definen los parámetros globales

Son parámetros que se pueden modificar fácilmente y que son usados a lo largo del estudio para que la 
simulación se encuentre en función de estos parámetros.

Se selecciona el tipo de estudio

Estacionario, variante en el tiempo, dominio frecuencia, etc.

Se selecciona la física del modelo

AC/DC-Magnetic Fields, Acustica, optica, quimica etc.

Se selecciona el tipo de espacio

3D, 2D, 1D, 0D.
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Anexo 2. Desarrollos matemáticos 

 

Desarrollo de la superficie de contacto de los electrodos 

 

El electrodo superior tiene forma cilíndrica por lo que la superficie de contacto 

entre el medio y el electrodo está dada en función del radio del cilindro (r) y la altura 

(h) (Fig. A. 1). 

 𝐴𝑐 = 𝜋 ∗ 2𝑟 ∗ ℎ + 𝜋 ∗ 𝑟2 (16) 

 

 𝐴𝑐 = 𝜋𝑟(2ℎ + 𝑟) (17) 

 

Conocemos el valor del 𝑟 = 1.25 𝑚𝑚 pero desconocemos el valor de h que es la 

altura del medio en contacto con el electrodo. Para ello se requiere saber la altura 

total del volumen del medio ℎ𝑚. La fig A2.1 muestra un esquema de la colocación 

del electrodo. 

Se conoce el volumen del medio exterior al filtro 𝑉𝑚𝐸 = 1.5 𝜇𝑙 = 1500 𝑚𝑚3 y el 

volumen del medio interior al filtro 𝑉𝑚𝐼 = .15 𝜇𝑙 = 150 𝑚𝑚3. Se sabe que los líquidos 

tienden al equilibrio por la igualdad de presiones, entonces, sumamos ambos 

volúmenes para un volumen total de 𝑉𝑚𝑇 = 1650 𝑚𝑚3. 

Las distancias conocidas se presentan en la TABLA A. 1. 

 

TABLA A. 1. MEDIDAS DE LA COLOCACIÓN DEL ELECTRODO EN EL SISTEMA DE 
MEDICIÓN DE IMPEDANCIA ELÉCTRICA 

Medida Abreviación Cantidad 

Diámetro del electrodo de la base 𝐷𝐸  15.5 mm 

Diámetro exterior del filtro 𝐷𝐸𝐹 9 mm 

Diámetro interior del filtro 𝐷𝐼𝐹 6.48 mm 

Altura de la base al filtro ℎ𝑏𝑓 1.4 mm 

Altura de la base al electrodo ℎ𝐸 5.9 mm 
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Fig. A. 1. Dimensiones de la superficie de contacto del electrodo medio. 

 

La mejor forma de resolver este problema es separando los volúmenes por 

sección. Haciéndolo de esta manera se calculó que la altura total de volumen del 

medio ℎ𝑚 = 10.3 𝑚𝑚 por lo que la altura del electrodo en contacto con el medio ℎ =

4.4 𝑚𝑚. La superficie en contacto del medio y electrodo por lo tanto es 𝐴𝑐 =

39.46 𝑚𝑚2 

 

 

  

ℎ𝑚 

ℎ 

2𝑟 

ℎ𝑏𝑓 

ℎ𝑓𝑚 

𝐷𝐸𝐹  

𝐷𝐼𝐹  

𝐷𝐸  

ℎ 

𝜋2𝑟 

2𝑟 

ℎ𝐸  
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Anexo 3. Programas de LabVIEW 

 

 

Fig. A. 2. Panel del programa en LabVIEW para almacenar las secuencias de generación de 
campo en las bobinas Helmholtz. 

 

 

Fig. A. 3. Panel del programa en LabVIEW para reproducir las secuencias almacenadas y enviarlas 
al circuito de potencia de las bobinas. 
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Fig. A. 4. Panel del programa para cargar las gráficas de TEER. 

 

 

Fig. A. 5. Programa de comunicación entre el PIC y la tarjeta NI-USB(Protocololap.vi). 
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Fig. A. 6. Programa para determinar los puntos en escala logarítmica(Loggen.vi). 

 

 

 

Fig. A. 7. Programa que mide y determina los valores de impedancia (Impedanciasfinallap.vi). 
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Fig. A. 8. Programa que determina los componentes de las impedancias (ZRC.vi). 

 

Fig. A. 9. Progama para generar automaticamente una ruta de guardado (Ruta.vi). 
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Anexo 4. Programas y funciones en Matlab. 

 

% Programa para obtener todos los 

archivos almacenados de TEEI y los 

grafica 
 

DateString = '13-11-2016'; 

formatIn = 'dd-mm-yyyy'; 

DateNumber = datenum(DateString,formatIn); 

duracion=9; 

control1=[]; 

control2=[]; 

control3=[]; 

control4=[]; 

  

exper1=[]; 

exper2=[]; 

exper3=[]; 

exper4=[]; 

 

addpath(genpath('C:\Users\Toshiba\Dropbox\

Impedancia eléctrica\experimento 13-22 nov 

2016')); 

for d=0:duracion 

  

formatOut = 'ddmmyyyy'; 

str = 

datestr(DateNumber+d,formatOut,'local') 

s = 

strcat('C:\Users\Toshiba\Dropbox\Impedanci

a eléctrica\experimento 13-22 nov 

2016\',str) 

cd(s) 

  

  

control1=[control1;ajustprom(1,d,0,9)]; 

hold off  

control2=[control2;ajustprom(2,d,0,9)]; 

hold off 

control3=[control3;ajustprom(3,d,0,9)]; 

hold off 

control4=[control4;ajustprom(4,d,0,9)]; 

hold off 

  

  

% exper1=[exper1;ajustprom(1,d,1,4)]; 

% exper2=[exper2;ajustprom(2,d,1,4)]; 

% exper3=[exper3;ajustprom(3,d,1,4)]; 

% exper4=[exper4;ajustprom(4,d,1,4)]; 

  

end 

  

% hold off 

% 

inicio=min([control1(1),control2(1),contro

l4(1),exper1(1),exper2(1),exper3(1)]); 

inicio=0; 

plot(control1(:,1)-inicio,control1(:,2)) 

hold on 

 plot(control2(:,1)-inicio,control2(:,2)) 

 plot(control4(:,1)-inicio,control4(:,2)) 

 plot(control3(:,1)-inicio,control3(:,2)) 

% plot(exper1(:,1)-inicio,exper1(:,2)) 

%  

% plot(exper2(:,1)-inicio,exper2(:,2)) 

% plot(exper3(:,1)-inicio,exper3(:,2)) 

ultimoctr=char(archctrl(length(archctrl))) 

ultimoexp=char(archexp(length(archexp))) 

  

indexctrl = find(strcmp(archctrl, 

ultimoctr)); 

indexexp = find(strcmp(archexp, 

ultimoexp)); 

  

  

[archctrl,tam]=archivo('Ctrl',1); 

[archexp,tam]=archivo('Exper',1);  

  

anexoctrl1=anexo(1,d,0,indexctrl+1); 

anexoctrl2=anexo(2,d,0,indexctrl+1); 

anexoctrl4=anexo(4,d,0,indexctrl+1); 

  

  

anexoexp1=anexo(1,d,1,indexexp+1); 

anexoexp2=anexo(2,d,1,indexexp+1); 

anexoexp3=anexo(3,d,1,indexexp+1); 

  

control1=[control1;anexoctrl1]; 

clear anexoctrl1 

control2=[control2;anexoctrl2]; 

clear anexoctrl2 

% control3=[control3;anexoctrl3]; 

% clear anexoctrl3 

control4=[control4;anexoctrl4]; 

clear anexoctrl4 

  

  

exper1=[exper1;anexoexp1]; 

clear anexoexp1 

exper2=[exper2;anexoexp2]; 

clear anexoexp2 

exper3=[exper3;anexoexp3]; 

clear anexoexp3 

% exper4=[exper4;anexoexp4]; 

% clear anexoexp4 

  

  

close all 

  

plot(control1(:,1),control1(:,2)) 

hold on 

 plot(control2(:,1),control2(:,2)) 

 plot(control4(:,1),control4(:,2)) 

plot(exper1(:,1),exper1(:,2)) 

  

plot(exper2(:,1),exper2(:,2)) 

plot(exper3(:,1),exper3(:,2)) 

  

%% Promediar 

  

hold on 

[x1,teer1]=promedios3(control1,control2,co

ntrol3); 

  

plot(x1,teer1(:,1)) 

min(x1) 

x1dif=diff(x1); 

plot(x1(2:end),x1dif*2+30) 

%% 

hold on 

[x2,teer2]=promedios3(exper1,exper2,exper3

); 

plot(x2,teer2(:,1)) 

min(x2) 
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x2dif=diff(x2); 

 

% Función para aproximar los datos a 

la curva de la impedancia eléctrica  
 

function [datos2] = ajustprom(e,dia,coe,D) 

clc 

[archivos,tam]=archivo('ajusteprom',1); 

for xx=1:tam 

A=importdata(char(archivos(xx))); 

[fm,r]=size(A); 

if coe==0 

nm=20; 

else 

nm=fm/2; 

A=A(21:end,:); 

end 

[dd,mm,aa,h,m,s,tts]=fechayhora(char(archi

vos(xx))); 

tiempo(xx,:)=[dd,mm,aa,h,m,s,tts]; 

archi=[]; 

for y=1:4 

if y==e 

ecuacion='sqrt((((cos(pi/2*e))/(d*(2*pi*x)

^e))+(b/(1+(2*pi*x*b*c)^2))+a)^2+(((sin(pi

/2*e))/(d*(2*pi*x)^e))+((2*pi*x*b^2*c)/(1+

(2*pi*x*b*c)^2)))^2)'; 

comienzo=[A(nm,y+2), 10, 

.0001,0.000022,.92]; 

bajo=[A(nm,y+2)*.99, 0, 

0.0000001,0.000001,.9]; 

alto=[A(nm,y+2)*1.01,5000, 

0.000018,0.0001,.95]; 

f = fit(A(D:nm,2),A(D:nm,y+2),ecuacion, 

'StartPoint', comienzo,'Algorithm','Trust-

Region','Lower', bajo,'Upper',alto); 

 loglog(A(1:nm,2),A(1:nm,y+2)) 

hold on 

 for w=1:nm 

 x=A(w,2); 

 %Ecuación a aproximar 

z(w)=sqrt((((cos(pi/2*f.e))/(f.d*(2*pi*x)^

f.e))+(f.b/(1+(2*pi*x*f.b*f.c)^2))+f.a)^2+

(((sin(pi/2*f.e))/(f.d*(2*pi*x)^f.e))+((2*

pi*x*f.b^2*f.c)/(1+(2*pi*x*f.b*f.c)^2)))^2

); 

 end 

 x=A(1:nm,2); 

 scatter(x,z) 

teer(xx,y)=f.b*.33; 

capa(xx,y)=f.c/.33; 

cpe2(xx,y)=f.e; 

cpe1(xx,y)=f.d/.33; 

rmed(xx,y)=f.a; 

 else 

end 

end 

end 

for u=1:tam 

    

t(u)=tiempo(u,4)+tiempo(u,5)/60+tiempo(u,6

)/360+tiempo(u,7)/360000;  

end 

teer=teer'; 

teer(all(teer==0,2),:)=[]; 

teer=teer'; 

  

capa=capa'; 

capa(all(capa==0,2),:)=[]; 

capa=capa'; 

  

cpe1=cpe1'; 

cpe1(all(cpe1==0,2),:)=[]; 

cpe1=cpe1'; 

  

cpe2=cpe2'; 

cpe2(all(cpe2==0,2),:)=[]; 

cpe2=cpe2'; 

  

rmed=rmed'; 

rmed(all(rmed==0,2),:)=[]; 

rmed=rmed'; 

hold off 

t=t'; 

t=t+24*dia; 

datos=[t,teer,capa,rmed,cpe1,cpe2]; 

indice=rmed<500; 

datos2=datos; 

datos2(:,1)=indice.*datos2(:,1); 

datos2( ~all(datos2,2), : ) = [];  

end 

 

% Función que regresa los nombres 

de los archivos en una lista que 

contengan la palabra  

 

function [ archivos,tam ] = 

archivo(nom,init) 

%regresa los nombres de los archivos en 

una lista que contengan la palabra 

% en un inicio determinado 

fold=dir; 

num=size(fold); 

arch=num(1,1); 

fil=cell(arch,1); 

Xx = [fold(:).datenum].';  

[Xx,Xx] = sort(Xx); 

S = {fold(Xx).name}'; 

for x=1:arch 

nombre=char(S(x)); 

try 

if sum(nombre(init:init+length(nom)-

1)==nom)==length(nom) 

fil{x}=nombre; 

end  

end 

end 

archivos=fil(~cellfun('isempty',fil)); 

[tam,no]=size(archivos); 

clear no 

endç 

 

 

% Función para contar los núcleos 

dada una imagen de proyección 

máxima en confocal.  

 

function [nCel,Areas,Roundness] = 

celulas(proymaxT,AoC) 

bw = im2bw(proymaxT, 0.1); 

%imshow(bw) 

D = -bwdist(~bw); 

%imshow(D,[]) 

Ld = watershed(D); 
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%imshow(label2rgb(Ld)) 

bw2 = bw; 

bw2(Ld == 0) = 0; 

%imshow(bw2) 

mask = imextendedmin(D,2); 

%imshowpair(bw,mask,'blend') 

D2 = imimposemin(D,mask); 

Ld2 = watershed(D2); 

bw3 = bw; 

bw3(Ld2 == 0) = 0; 

%imshow(bw3) 

BW2 = bwareaopen(bw3, 500); 

L = watershed(BW2); 

%imshow(label2rgb(Ld2)) 

%imshow(BW2) 

CC = bwconncomp(BW2); 

L = labelmatrix(CC); 

RGB = label2rgb(L); 

image(RGB) 

s = 

regionprops(BW2,{'centroid','Area','Perime

ter','PixelList'}); 

centroids = cat(1, s.Centroid); 

Pixe=cat(1, s.PixelList); 

Areas = cat(1, s.Area); 

Perimeters= cat(1, s.Perimeter); 

Roundness=(4*pi*Areas)./Perimeters.^2; 

nCel=length(Areas); 

hold on 

microA=Areas*10000/262144; 

  

if AoC==1 

text(centroids(:,1),centroids(:,2), 

num2str(microA,5)) 

title('Area µm^2') 

else 

text(centroids(:,1),centroids(:,2), 

num2str(Roundness,5)) 

title('Circularidad (Circulo completo=1)') 

 end 

 end 

 

 

% Programa que regresa porcentaje 

de área cubierta para el ensayo de 

cierre de herida 

 

clear 

ext='.bmp'; 

fold=dir; 

num=size(fold); 

arch=num(1,1); 

fil=cell(arch,1); 

Xx = [fold(:).datenum].';  

[Xx,Xx] = sort(Xx); 

S = {fold(Xx).name}'; 

for x=1:arch 

nombre=char(S(x)); 

try 

if sum(nombre(length(nombre)-

3:length(nombre))==ext)==4 

fil{x}=nombre; 

end  

end 

end 

archivos=fil(~cellfun('isempty',fil)); 

[tam,no]=size(archivos); 

clear no 

tiempo=[]; 

for x=1:tam 

  actual=char(archivos(x)); 

   

  

tiempo(x)=str2num(actual(find(actual=='=',

1)+1:find(actual=='.',1)-1)); 

end 

[time,I] = sort(tiempo,'ascend')  

ao=archivos(I); 

archivos=ao; 

tiempo=time; 

%%trabaja con las imagenes 

for j=1:tam 

imagen=imread(char(archivos(j))); 

% imshow(imagen)  

bw = im2bw(imagen, .5); 

% imshow(bw) 

areacubierta(j)=sum(sum(bw)); 

% pause(1) 

end 

porcent=(((areacubierta(1))-

areacubierta)*100/max(areacubierta))'; 

% bar(tiempo,porcent) 

A=[tiempo',porcent,areacubierta',786432-

areacubierta']; 

B={'Tiempo','Porcentaje de 

confluencia','area en blanco','area en 

negro'} 

C=[B;num2cell(A)] 

filename = actual(1:find(actual=='=',1)-

1); 

sheet = 1; 

xlRange = 'A1'; 

xlswrite(filename,C,sheet,xlRange) 

 

 

%Programa que calcula los 

promedios de los parámetros en 3 

pozos 

 

function [jx,vpt] = promedios3(aa,bb,cc) 

aa=aa'; 

bb=bb'; 

cc=cc'; 

z=max([max(aa(1,:)),max(bb(1,:)),max(cc(1,

:))]); 

aa=[aa,ones(6,1)*(z+1)]; 

bb=[bb,ones(6,1)*(z+1)]; 

cc=[cc,ones(6,1)*(z+1)]; 

j=[]; %vector con el tiempo 

x=1; 

xa=1; 

xb=1; 

xc=1; 

tf=0 

vpt=[]; %vector promedio teer 

 while tf==0 

  vpt(1,x)=0; 

  vpt(2,x)=0; 

  vpt(3,x)=0; 

  vpt(4,x)=0; 

  vpt(5,x)=0; 

  

  sumatoria=0; 

 j(x)=min([aa(1,xa),bb(1,xb),cc(1,xc)]); 
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 if j(x)== z+1; 

   tf=1; 

 end 

  

 if j(x)==aa(1,xa) 

    

   vpt(1,x)=vpt(1,x)+aa(2,xa); 

   vpt(2,x)=vpt(2,x)+aa(3,xa); 

   vpt(3,x)=vpt(3,x)+aa(4,xa); 

   vpt(4,x)=vpt(4,x)+aa(5,xa); 

   vpt(5,x)=vpt(5,x)+aa(6,xa); 

   sumatoria=sumatoria+1; 

   xa=xa+1; 

 end 

  if j(x)==bb(1,xb) 

    

   vpt(1,x)=vpt(1,x)+bb(2,xb); 

   vpt(2,x)=vpt(2,x)+bb(3,xb); 

   vpt(3,x)=vpt(3,x)+bb(4,xb); 

   vpt(4,x)=vpt(4,x)+bb(5,xb); 

   vpt(5,x)=vpt(5,x)+bb(6,xb); 

    

   sumatoria=sumatoria+1; 

   xb=xb+1; 

    

  end 

 if j(x)==cc(1,xc) 

   vpt(1,x)=vpt(1,x)+cc(2,xc); 

   vpt(2,x)=vpt(2,x)+cc(3,xc); 

   vpt(3,x)=vpt(3,x)+cc(4,xc); 

   vpt(4,x)=vpt(4,x)+cc(5,xc); 

   vpt(5,x)=vpt(5,x)+cc(6,xc); 

    

    

   sumatoria=sumatoria+1; 

    

   xc=xc+1; 

 end 

  

  

 vpt(1,x)=vpt(1,x)/sumatoria; 

 vpt(2,x)=vpt(2,x)/sumatoria; 

 vpt(3,x)=vpt(3,x)/sumatoria; 

 vpt(4,x)=vpt(4,x)/sumatoria; 

 vpt(5,x)=vpt(5,x)/sumatoria; 

   

 x=x+1; 

 end 

  

 jx=j(1:end-1)'; 

 vpt=vpt(:,1:end-1)'; 

end 

 

 

%Programa para obtener los datos de 

las gráficas importados de Comsol 
clc  

clear 

close all 

A=subdir('*.txt'); 

r=size(A) 

r(1,1) 

 orden=[2,3,1,4,5]; 

 for x=1:length(orden) 

 if orden(x)==1 

  s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  

plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100,':','Li

neWidth',2) 

else 

   s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100) 

end 

end 

  

lgd=legend('700','800','900','1000','1100'

); 

hTitle = legendTitle ( lgd, '# Vueltas', 

'FontWeight', 'normal' );  

h = hline(100,'--') 

xlabel('Distancia (mm)') 

ylabel('% Campo Magnético') 

vline([-20 20],{'--g','--g'}) 

xlim([-100 100]) 

%% Radio 

clc  

clear 

close all 

A=subdir('*.txt'); 

r=size(A) 

  

r(1,1) 

  

orden=[17,16,1,15,14,13]; 

  

  

for x=1:length(orden) 

  

  

if orden(x)==1 

  s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  

plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100,':','Li

neWidth',2) 

else 

   s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100) 

end 

end 

  

lgd=legend('80','70','60','50','40','30'); 

hTitle = legendTitle ( lgd, 'Radio (mm)', 

'FontWeight', 'normal' );  

h = hline(100,'--') 

xlabel('Distancia (mm)') 

ylabel('% Campo Magnético') 

vline([-20 20],{'--g','--g'}) 

xlim([-100 100]) 

  

%% 

%Distancia 

clc  

clear 

close all 

A=subdir('*.txt'); 

r=size(A) 

  

r(1,1) 

  

orden=[18,19,1,20,21,22]; 

  

  

for x=1:length(orden) 
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if orden(x)==1 

  s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  

plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100,':','Li

neWidth',2) 

else 

   s=load(A(orden(x)).name)  

  hold on 

  plot(s(:,3)*1000,s(:,4)./86.11*100) 

end 

end 

  

lgd=legend('22','27','32','37','42','47'); 

hTitle = legendTitle ( lgd, 

'Separación(mm)', 'FontWeight', 'normal' 

);  

h = hline(100,'--') 

xlabel('Distancia (mm)') 

ylabel('% Campo Magnético') 

vline([-20 20],{'--g','--g'}) 

xlim([-100 100]) 

 

%Programa para cargar los archivos 

guardados de los 4 sensores de 

efecto hall 
clear 
filename='tesla_5.lvm'; 
m=importdata(filename); 
tam=size(m); 
n=tam(1)/54; 
bazal=zeros(n,4); 
bgt=zeros(n,1); 
%f=ax+b 
a=[576.7,523.49,530.96,584.63]; 
for f=1:n 
bas=m(54*f-54+1:54*f-54+12,4); 
bazal(f,1)=mean(bas); 
bas=m(54*f-54+1:54*f-54+12,5); 
bazal(f,2)=mean(bas); 
bas=m(54*f-54+1:54*f-54+12,6); 
bazal(f,3)=mean(bas); 
bas=m(54*f-54+1:54*f-54+12,7); 
bazal(f,4)=mean(bas); 
bas=m(54*f-54+1:54*f-54+12,3); 
bgt(f)=mean(bas); 
end 
r=bazal; 
rbaz=r; 
for f=1:4 
  r(:,f)=a(f)*bazal(:,f);  
  rbaz(:,f)=r(:,f)-bgt(f); 
end 
y=zeros(36,n); 
y1=zeros(36,n); 
y2=zeros(36,n); 
y3=zeros(36,n); 
y4=zeros(36,n); 
for f=1:n 
y(:,f)=m(54*f-54+19:54*f,3); 
x1=m(54*f-54+19:54*f,4); 
y1(:,f)=x1*a(1)-rbaz(f,1); 
x2=m(54*f-54+19:54*f,5); 
y2(:,f)=x2*a(2)-rbaz(f,2); 
x3=m(54*f-54+19:54*f,6); 
y3(:,f)=x3*a(3)-rbaz(f,3); 
x4=m(54*f-54+19:54*f,7); 
y4(:,f)=x4*a(4)-rbaz(f,4); 

end 

 

%Función que regresa el día, mes y 

año en números 
 

function [dd,mm,aa,h,m,s,tts ] = 

fechayhora(archivo) 

  
%  12:00 am  
%  ejemplo: [dd,mm,aa,h,m,s,tts] = 

fechayhora('ajuste.lvm') 

  
file = dir(archivo); 
a=file.date; 
h=str2num(a(14:15)); 
m=str2num(a(17:18)); 
s=str2num(a(20:21)); 
dd=str2num(a(1:2)); 
aa=str2num(a(9:12)); 
tts=h*3600+m*60+s; 
mes={'ene','feb','mar','abr','may','jun','

jul','ago','sep','oct','nov','dec'}; 
in=strcmpi(mes, a(4:6)); 
mi=linspace(1,12,12); 
mm=sum(in.*mi); 

  
end 

%Script para las gráficas de densidad 

de campo magnético 
x=0:79; 
y=0:79; 
z=0:79; 

  
x0=x*0; 
y0=y*0; 

  
subplot(2,2,[1,3]) 
plot3(-x,y0,yy80/90*25.3); 
hold on 
plot3(x,y0,yy82/90*25.3); 
plot3(x0,-y,yy83/90*25.3); 
plot3(x0,y,yy82/90*25.3); 
axis([-85,85,-85,85,-5,30]) 
xlabel('Distancia (mm)') 
ylabel('Distancia (mm)') 

  
zlabel('Densidad de campo magnético (G)') 

  
subplot(2,2,2) 
plot(-x,yy80/90*25.3); 
hold on 
plot(x,yy82/90*25.3); 
axis([-85,85,-5,30]) 
xlabel('Distancia (mm)') 
ylabel('Densidad de campo magnético (G)') 

  
subplot(2,2,4) 
plot(-x,yy83/90*25.3,'color',[0.4940  

0.1840  0.5560]); 
hold on 
plot(x,yy84/90*25.3,'color',[0.9290  

0.6940  0.1250]); 
axis([-85,85,-5,30]) 
xlabel('Distancia (mm)') 
ylabel('Densidad de campo magnético (G)') 
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%Script para obtener valores de 

una gráfica 
%cargar la imagen con el nombre 

de imrgb.png 
 disp('Colocate en el origen y da 

click'); 
 figure(1) 
 A = imread('imrgb.png'); 
 image(A) 
 [x0,y0] = ginput(1); 
 disp('Da clic en el maximo de x 

respecto al origen y luego el 

maximo de y respecto al origen'); 
 [xm,ym] = ginput(2); 
 xmax = input('maximo x: '); 
 ymax = input('maximo y: '); 
 N = input('Puntos de la grafica 

(numero): '); 
 [x,y] = ginput(N); 
 xo=(x0+xm(2))/2; %origen 

promedio en x 
 yo=(y0+ym(1))/2; %origen 

promedio de y 
 xmaxima=xm(1); 
 ymaxima=ym(2); 
 resx=(xmaxima-xo)/xmax; 
 resy=(yo-ymaxima)/ymax; 
 xc=x-xo; 
 yc=yo-y; 
 xx=xc/resx; 
 yy=yc/resy; 
 figure(2) 
 plot(xx,yy) 
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Anexo 5. Programa del PIC16f84a 

Programa de pic 
 

#define osc 16000000 

#define Ad9833res 

268435456 

intmuestra; 

shortuno; 

voiddatospi(int bytes){ 

short d; 

//Inicial 

PORTB.F4=1; 

PORTB.F5=0; 

PORTB.F6=0; 

//comenzamos 

PORTB.F4=1; 

PORTB.F5=1; 

PORTB.F6=0; 

//delay_nop(t11); 

PORTB.F4=0; 

for (d=0;d<15;d++){ 

PORTB.F6=(bytes>>(15-

d)); 

//delay_nop(t9); 

PORTB.F5=0; 

//delay_nop(t6); 

delay_us(6); 

PORTB.F5=1; 

//delay_nop(t9); 

} 

PORTB.F6=bytes; 

PORTB.F5=0; 

delay_us(5); 

PORTB.F4=1; 

PORTB.F6=0; 

} 

void frecuencia(short tipo, 

floatfq){ 

  //0-seno y 2- triangular  

104- cuadrada 

longfreq; 

intalta; 

intbaja; 

//Fout=Fmclk/2^28*FREQR

EG 

//Fmclk= Frecuencia del 

oscilador 

//freq=fq*16.77; 

freq=fq*8.385; 

baja=freq&0x3FFF; 

alta=(freq>>14); 

datospi(0x2100+tipo); 

//triangulo o seno 

      //modifique los valores 

de 1000 a 10 

delay_us(10); 

datospi(0x4000+baja); 

delay_us(10); 

datospi(0x4000+alta); 

delay_us(10); 

datospi(0x8000); 

delay_us(10); 

datospi(0x8000); 

delay_us(10); 

datospi(0xC000); 

delay_us(10); 

datospi(0xE000); 

delay_us(10); 

datospi(0x200+tipo); 

delay_us(10); 

} 

voidmuestralos(int x){ 

int x1; 

x1=(x&0xF000)/4096; 

PORTA=x1; 

delay_ms(1000); 

x1=(x&0x0F00)/256; 

PORTA=x1; 

delay_ms(1000); 

x1=(x&0x00F0)/16; 

PORTA=x1; 

delay_ms(1000); 

x1=(x&0x000F); 

 PORTA=x1; 

delay_ms(1000); 

 } 

intcnidsp(){ 

short HHB; 

short HLB; 

short LHB; 

short LLB; 

int Bit14; 

while(PORTB.F7==0){} 

while(PORTB.F7==1){} 

HHB=PORTB&0x0F; 

uno=HHB; 

while(PORTB.F7==0){} 

while(PORTB.F7==1){} 

HLB=PORTB&0xF; 

uno=HLB; 

while(PORTB.F7==0){} 

while(PORTB.F7==1){} 

LHB=PORTB&0xF; 

uno=LHB; 

while(PORTB.F7==0){} 

while(PORTB.F7==1){} 

LLB=PORTB&0xF; 

uno=LLB; 

Bit14=HHB*4096+HLB*256

+LHB*16+LLB; 

muestra=Bit14; 

return Bit14;} 

void main() { 

intnum; 

 TRISA = 0;      // set 

direction to be output 

 TRISB = 0b10001111; // 

set direction to be input 

PORTA=0; 

delay_ms(2000); 

frecuencia(0,0); 

while(1){ 

  PORTA=0; 

num=cnidsp(); 

  PORTA=1; 

frecuencia(0, num); 

delay_ms(20); 

 }}
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Anexo 6. Piezas detalladas de los sistemas desarrollados 

 

Piezas del medidor de impedancia eléctrica (medidas en mm) 

 

 

Fig. A. 10. Dimensiones del cuadro de teflón. 

 

Fig. A. 11. Dimensiones de la placa de acero inoxidable (electrodo de referencia). 
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Fig. A. 12. Dimensiones del tornillo y tuerca de acrílico porta electrodo superior. 

 

Fig. A. 13. Dimensiones de la tapa de acrílico. 
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Fig. A. 14. Dimensiones del electrodo de acero inoxidable. 

 

 

Piezas del generador de campo magnético 

 

 

Fig. A. 15. Dimensiones del carrete superior de las bobinas Helmholtz. 
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Fig. A. 16. Dimensiones carrete inferior de acrílico de las bobinas Helmholtz. 

 

Fig. A. 17. Posicionamiento de los carretes de las boinas Helmholtz. 
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Anexo 7. Metodología de experimentos biológicos 

 

A 7.1 Sembrado de células MDCK en filtros permeables 

 

1. Se tienen las células ya crecidas en cajas de Petri como se muestra 

en la siguiente imagen: 

 

 

 

Fig. A. 18. Monocapa celular confluente en la caja Petri. 

 

2. Se lavan las células 3 veces con una solución salina amortiguada 

(PBS) y se dejan reposar un tiempo (5-10 min). Debido a que las uniones 

estrechas son dependientes de calcio, éste se les retira para facilitar su 

desprendimiento sin dañarlas. 

 

En la siguiente imagen se pueden apreciar zonas más brillantes donde la 

monocapa celular se está separando. 
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Fig. A. 19. Monocapa celular separándose por la acción del PBS. 

 

3. Se le coloca tripsina (0.125%), que es una enzima que rompe los 

enlaces y permite que las células se terminen de desprender.  

 

Fig. A. 20. Células separadas y desprendidas del fondo de la caja Petri. 

4. Una vez que se separan las células, se colocan en un tubo de 

centrífuga para separarlas del medio y poder contarse. 

 

5. Se colocan en la centrífuga por alrededor de 5 min a 1000 rpm.  

 

6. Utilizando una cámara de Neubauer, en donde se colocan 10 μl de una 

solución con células 10 μl en 90 μl de azul de tripano (0.4%) (para identificar 

las células muertas) y se cuentan las células dentro de un campo marcado 

por lo que nos da el número de células en 1 milímetro cúbico de solución. 

 

Fig. A. 21. Ejemplo de las células colocadas en la cámara de Neubauer. 
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En este caso se contaron 311 células vivas y 2 muertas en 5 áreas de la cámara 

de Neubauer 

311

5
= 62.2 

Por lo que nos da como resultado: 62.2𝑥105 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚𝑙 

Como se requieren sembrar 25,000 células en cada pozo se necesitan 4.02 𝜇𝑙 de 

la suspensión. 

 

7. Una vez obtenida la suspensión con células se procede a sembrarlas 

en filtros Transwell® (Corning 3496) con una membrana de teflón (PTFE) de 

3μm de espesor y 6.5 mm de diámetro.  

Los filtros previamente se dejan en medio de cultivo un día antes para que se 

humedezcan y se puedan utilizar para sembrar las células. 

 

8. Se coloca medio (DMEM con SFB 10% y antibiótico), 150μl en la 

parte interior del pozo junto con los 4.02 μl de células y 1500 μl de medio 

solo en la parte exterior. 

 

Fig. A. 22. Filtros Transwell® (Corning 3496) y la colocación del medio de cultivo. 

  

 En la siguiente imagen a la derecha se observan los diferentes tamaños de las 

células aproximadamente de 5 μm de diámetro hasta los 10 μm las más grandes. 

con células 
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Fig. A. 23. Células sembradas en los filtros. 

9. Se procede a almacenar los filtros en la incubadora. 

10. Cada tercer día se realiza un cambio de medio, retirando el medio y 

colocándole nuevo, previamente calentado a 37ºC en baño maría. 

 

A 7.2 Procedimiento para el experimento comparativo con el dispositivo Millicell ERS-2 y 

el medidor de impedancia eléctrica. 

 

1. Los filtros se observan en el microscopio y se colocan en la campana 
para medir la TEER con el dispositivo Millicell ERS-2. 

2. Se colocan los electrodos de manera vertical. 

3. Se presiona el botón de activación del dispositivo Millicell ERS-2. 

4.  Se leen los valores de TEER 3 veces. 

5. Se trasladan los filtros a la cámara diseñada para medir la impedancia 
eléctrica, donde se mide la TEER con el dispositivo Millicell igual que el 
paso 4. 

6. Se coloca la tapa con los electrodos y se enciende el medidor de 
impedancia eléctrica. 

7. Se mide la impedancia eléctrica con el sistema desarrollado. 

8. Las lecturas se obtienen en una computadora. 

9. Los filtros se regresan de nuevo a la caja multipozos para hacer cambio 
de medio y se guardan en la incubadora. Todo este procedimiento se 
realiza en condiciones de esterilidad. 
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A 7.3 Procedimiento experimental con campo magnético y medición de impedancia. 

 

1. Se siembran las células en los filtros permeables como en el anexo A 7.1 

2. Las cámaras de medición de impedancia eléctrica se colocan con las 
células en la incubadora. 

3. La impedancia eléctrica se registra cada 30 min.  

4. Se deja crecer la monocapa celular hasta que llegue a confluencia (1 
semana), después, se coloca la cámara con los insertos dentro de las 
bobinas y se aplica el campo magnético. 

a. Las células son tratadas durante una hora con campos magnéticos 
con intensidad de 50 G a 60 Hz  

b. Cada 4 h se repite el procedimiento 

5. Se registra la impedancia eléctrica antes y después de cada exposición, 
tanto la de las células tratadas como las células control y se almacenan 
los valores registrados electrónicamente. 

 

A 7.4 Procedimiento de los experimentos para evaluar la toxicidad de nitrilo en células 

MDCK 

 

1. Las células MDCK se siembran por triplicado, 250 000 por pozo en cajas 
de 24 pozos. Dejar llegar a confluencia por 7 días. 

2. Se hacen extractos acuosos de anillos de nitrilo 0.6 g en 8 ml de medio 
de cultivo. 

a. Los extractos se obtienen al pesar diferentes cantidades del anillo 
de nitrilo que se pone en viales de vidrio con medio de cultivo. 

b. Se mantienen por 24 h en agitación, en un baño a 37°C y se 
filtrarán con un filtro Millex gs para esterilizar la solución.  

3. Se hacen diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000 de este extracto en 
medio de cultivo. 

4. Al día 7, los cultivos de células MDCK confluentes se lavan con PBS y se 
aplica el tratamiento a las células en cultivo por 1 h, 2 h, 3 h, 6 h y 12 h. 
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5. Pasado ese tiempo, se recupera el sobrenadante y se levantan las 
células que aun queden adheridas para contarlas por el método de azul 
de tripano. 

 

A 7.5 Procedimiento para el experimento del ensayo de cierre de herida. 

 

1. Las células se siembran en caja Petri de 25 mm de diámetro. Cuando están 
confluentes, se les hace la herida con una punta amarilla de pipeta como en 
la siguiente figura: 

 

Fig. A. 24. Lesión de la monocapa celular. 

2. Con un marcador permanente de colores se coloca un punto en la herida el 
cual sirve como guía para tomar las imágenes en el mismo lugar y poder 
comparar el cierre de la herida. 

3. Bajo el microscopio de luz se toma una imagen con la cámara Moticam 2000 
y su software Motic images, (Motic (Xiamen) Electric Group Co., Ltd, China). 

4. Después se colocan las cajas de cultivo con las células en la zona central del 
generador de campo magnético y se les aplica el tratamiento con campos 
magnéticos con intensidad de 50 G @ 60 Hz por 60 min. El procedimiento se 
repite cada 4 h. 

5. Las imágenes son tomadas cada 2 h y el tratamiento se efectúa cada 4 h. 
6. Cuando se cierra la herida en todos los casos, se concluye el experimento. 
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A 7.6 Procedimiento previo a la técnica de inmunofluorescencia 

 

1. Se siembran las células en cubreobjetos de 16mm dentro de las cajas de 24 

pozos. 

2. Se sigue el procedimiento de mantenimiento de las células hasta que lleguen 

a confluencia (cambio de medio cada tercer día). 

3. Se levantan los cubreobjetos y se colocan en cajas Petri de 40 mm de 

diámetro (cuatro cubreobjetos por caja Petri), de modo que permita la 

colocación de las cajas Petri en un rack dentro del volumen de trabajo del 

arreglo de bobinas Helmholtz.  

 

Fig. A. 25. Colocación de los cubreobjetos dentro del rack de PLA. 

 

4. Se aplica el tratamiento de campo magnético. 

5. Se realiza la técnica de inmunofluorescencia  

  

Cubreobjetos 

Rack de ácido 

poliláctico (PLA) 

Caja Petri 
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A 7.7 Procedimiento para la técnica de inmunofluorescencia. 

 

1. Hacer 2 lavados rápidos a las células con PBS filtrado. 

2. Fijar la monocapa con metanol absoluto por 15 min en frio. 

3. Retirar el metanol y esperar a que se seque. 

4. Sellar la caja con parafilm y guardar hasta colocar los anticuerpos. 

5. Lavar 3 veces de 5 min cada una con PBS 1x en agitación suave. 

6. Permeabilizar las células confluentes con tritón por 15 min. 

7. Hacer 2 lavados rápidos y 3 de 5 min con PBS. 

8. Bloquear los sitios inespecíficos con 30 µl de Albúmina sérica bovina 

(BSA) al 0.5% a 4°C durante 30 min. 

9. Poner 30µl del primer anticuerpo diluido en BSA a la concentración 

marcada por el proveedor. 

10. Incubar toda la noche a 4°C en una cámara húmeda. 

11. Poner el segundo anticuerpo fluoresceína durante 60 min a temperatura 

ambiente cubriendo la preparación con papel aluminio para evitar luz 

directa. 

12. Lavar 3 veces con PBS durante 5 min cada uno en agitación suave. 

13. Lavar 2 veces con agua des ionizada y filtrada durante 5 min cada uno 

14. Montar la preparación en un portaobjetos  

15. Guardar a 4ºC protegido de la luz hasta realizar la microscopia confocal. 
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A 7.8 Procedimiento para la esterilización de los sistemas desarrollados. 

 

Procedimiento de esterilización de las cámaras de medición de impedancia 

eléctrica 

 

 Se lavan y se sumergen las cámaras dentro de una solución jabonosa 

durante 24 h. 

 Se trasladan y sumergen en una solución de agua e hipoclorito de sodio 

durante 24 h. 

 Se trasladan y sumergen en una solución de agua y ácido clorhídrico 

durante 24 h. 

 Se enjuagan con agua desionizada. 

 Se trasladan a un escurridor hasta que se sequen por completo. 

 Se sumergen en una solución de etanol al 70% durante 2h. 

Se dejan escurrir dentro de la campana de flujo laminar encendida. 

 

Procedimiento de esterilización del generador de campos magnéticos. 

 Se limpia la superficie de las bobinas con toallas de papel y etanol al 70%. 

 Se colocan las bobinas dentro de una cámara de esterilización mediante 

radiación ultravioleta durante 24h. 

 Se trasladan las bobinas a la campana de flujo laminar y se deja orear con 

la campana encendida durante 24 h. 
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Anexo 8. Experimento de la toxicidad del nitrilo 

 

Se sembraron células MDCK por duplicado en cajas cuadradas de 8 divisiones 

en una concentración de 25,000 Células/ml. 

Se dejaron hasta llegar a confluencia, cambiándoles el medio de rutina cada 

tercer día. 

Una vez llevadas a confluencia se les aplicó tratamiento de la siguiente forma: 

TABLA A. 2. CONCENTRACIONES DE LA SOLUCIÓN DE NITRILO PARA EL 
TRATAMIENTO CELULAR 

Control Diluciones* Concentración Nitrilo (Tratamiento) 

Control 1 1:1000 Extracto 1 1:100 Extracto 1 1:10 Extracto 1 

Control 2 1:1000 Extracto 2 1:100 Extracto 2 1:10 Extracto 2 

*Las diluciones del nitrilo se obtuvieron de un extracto de anillos de nitrilo sumergidos en medio 
con agitación constante durante 24 h. 

 

 

Las células se mantuvieron en la incubadora y con el tratamiento 24 h. 

Se observaron las cajas con las células mediante microscopio y se registraron 

mediante una capturadora de imágenes, y el resultado de las imágenes fueron las 

siguientes: 

 

  

Control Concentración 1:1000 
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Concentración 1:100 Concentración 1:10 

Fig. A. 26. Fotografías de las células con cada una de las concentraciones. 

A simple vista podemos observar como en la concentración mayor de tóxico las 

células se desprendieron de la base mientras que en las otras concentraciones 

parece integra la monocapa. 

Para obtener el número de células que se despegaron de la base, se optó por 

extraer el sobrenadante de cada una de las cajas, centrifugarlo y contar las células 

en la cámara de Neubauer. 

 

 

Fig. A. 27. Imágenes de la Cámara de Neubauer. 

En las imágenes se pueden observar las células muertas teñidas de azul por el 

azul de tripano aún unidas entre sí. 

Los resultados del conteo de células en el sobrenadante se muestran en la Fig. 

A. 28. 
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Fig. A. 28. Número de células en sobrenadante. 

 

Al retirar el sobrenadante se observó a simple vista como una parte de la 

monocapa se desprendió como se puede observar en la Fig. A. 29.  

 

 
 

Control Concentración 1:1000 

36% desprendido 
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Concentración 1:100 

39% desprendido 

Concentración 1:10 

56% desprendido 

 

Fig. A. 29. Imágenes del desprendimiento de la monocapa. 

 

Se realizó el procedimiento para levantar las células permanecieron pegadas a 

la base mediante el uso de tripsina y centrifugado para después contarlas con la 

cámara de Neubauer y los resultados se observan en la Fig. A. 30. Número de 

células levantadas con Tripsina. 
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Fig. A. 30. Número de células levantadas con Tripsina. 
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Conclusiones del experimento de la toxicidad del nitrilo. 

Al comparar las Fig. A. 28 y Fig. A. 30 podemos observar la relación entre ellas 

de la siguiente manera: 

La primera parte de Fig. A. 28. muestra un bajo contenido de células en el 

sobrenadante esto quiere decir que permanecieron pegadas y se pudieron contar al 

momento de levantarse con la tripsina. 

La Fig. A. 30 muestra un alto contenido de células en el sobrenadante y por 

consiguiente un bajo contenido en las células levantadas con tripsina.   

En conclusión, existe una relación entre las células expuestas a tratamiento con 

extracto de nitrilo y el número de viabilidad de dichas células la cual es inversamente 

proporcional a la concentración de nitrilo en el medio de cultivo. 
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Anexo 9. Diagramas y circuitos electricos 

 

 

Fig. A. 31. Diagrama esquemático de la tarjeta control del medidor de impedancia eléctrica. 
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Anexo 10. Comparación del sistema desarrollado contra el medidor 

comercial de TEER Millicell ERS-2 

 

Siempre que se desarrolla un sistema, se requiere verificar que cumpla con las 

especificaciones u objetivos para los cuales fue desarrollado, ya sea en el apartado 

de software o en el hardware. En nuestro caso, proponemos realizar pruebas de 

validación con monocapas celulares. 

La primera prueba de validación consistió en comparar el sistema de medición 

de impedancia eléctrica con el medidor de TEER Millicell ERS-2 (Merck KGaA, 

Alemania) en diferentes condiciones: a) Mediciones de TEER en los filtros 

permeables con las células con el medidor comercial dentro de una caja multipozos, 

b) Mediciones de TEER en los filtros permeables con las células con el medidor 

comercial dentro la cámara desarrollada y c) Cálculo de la TEER a través de la 

medición de impedancia eléctrica con el sistema dentro de la cámara desarrollada. 

En el anexo 7.2 se describe el procedimiento efectuado. Se aseguró que el 

procedimiento fuera el mismo todos los días, por lo que se describe un solo 

procedimiento y se presentan los resultados. 

 

Mediciones de TEER en diferentes circunstancias 

 

Los resultados de la prueba de validación de la medición de TEER utilizando el 

medidor comercial Millicell ERS-2 y el sistema medidor de impedancia eléctrica 

desarrollado, se observan en la Fig. A. 32. En las imágenes se observa como la 

TEER aumenta al transcurrir los días lo cual indica que las células se encuentran 

creciendo para formar la monocapa celular. 
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Fig. A. 32. Comparativa de las mediciones de TEER con el sistema comercial Millicell ERS-2 en 2 
condiciones y el Sistema de medición de impedancia eléctrica desarrollado. Se observan las 

mediciones realizadas en un periodo de 9 días. 

 

Seguimiento de la monocapa celular mediante imágenes de microscopio.  

 

Simultáneamente, se tomaron imágenes de la monocapa celular en diferentes 

días. Esto, para llevar una relación entre el crecimiento de las células y la resistencia 

TEER. 

Las imágenes obtenidas mediante el microscopio (Fig. A. 33) muestran la 

evolución de la monocapa celular a través del tiempo. Cabe señalar que las 

fotografías se encuentran en alta resolución, pero para efectos de este reporte se 

redujeron de tamaño. 
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Fig. A. 33. Evolución de la monocapa celular los días de cambio de medio a partir del momento de 
sembrado. * Indica la posición de la monocapa celular parcialmente confluente. 

 

Las imágenes muestran un aumento en la división celular respecto al paso del 

tiempo. Se observa el comportamiento normal de la monocapa para recubrir toda la 

zona del filtro permeable. En el caso del día 6, la imagen se tomó en una orilla del 

filtro para que se observara que la monocapa celular aún no estaba confluente. 

 

Seguimiento de la impedancia eléctrica transepitelial  

 

En la Fig. A. 34 se muestran las imágenes de la magnitud de las impedancias 

eléctricas. Se aprecia en escala logarítmica las diferentes formas de onda a través 

del tiempo. También muestra como a partir de la imagen del sexto día la meseta se 

aprecia más por el efecto en la TEER. 

* 
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Fig. A. 34. Gráficas de la magnitud de la impedancia eléctrica transepitelial a través de los días 
desde el sembrado. 
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PUBLICACIONES 

Development of a magnetic-field stimulation system for cell cultures in situ: 

Simulation by finite element analysis 
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Development of a system for measuring and controlling environmental 

parameters in a chamber for in vitro cell cultures experimentation 
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