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RESUMEN

Los péptidos policationicos anfipaticos representan el sistema antimicrobiano del ser
humano, animales y plantas, y se caracterizan por su capacidad de permeabilizar la
membrana plasmética de los microorganismos patégenos de manera pdepenaliente.

El principal objetivo de este trabajo fue la evaluacion de la posibilidad de incrementar la
capacidad de péptidos de esta clase de permeabilizar las biomembranas aplicando
adicionalmente lopulsoseléctricos. Para tal propésito fue disefiado el electrdporme
muestras bioldgicas con una celda de electroporacion que permite el monitoreo de la
permeabilizacion de células vivas en tiempo real, midiendo la transmitancia y dispersion de
la luz, y a la veda temperatura de la suspensiéelular (patente #14245762 aprobada,

2017). Se observo la permeabilizacién de la membrana plasmatica de los glébulos rojos con
solamente pulsos eléctricagnde los pulsos bipolarsslo alcanzan entre un 4 a 31 % de

la permeabilizacion generagar los pulsos bimonopolaressto indica que en el caso de

los pulsos bipolares, hay wiecto de cancelacion de la permeabilizaciéon por el segundo
pulso de la polaridad contraria al primer pulso. La permeabilizacion de los gloébulos rojos,
poco significativa con solamengegptidos patationicos,a concentraciones relativamente
bajas, o con pulsos eléctricos bimonopolares, se incrementaba muy significativamente
aplicando ambos (efectinergisticy. En caso de aplicar pulsos eléctricos bipolares a la
suspension de células con péptidoBcationicos se ha observadm efedo de cancelacion

de la permeabilizacion, alcanzando solo entre el 4 y el 14%a ¢ermeabilizacion
alcanzadasi los pulsos son bimonopolares. Se ha mostrado también que el grado de
cancelacion con el segundo pulsold polaridad contraria disminuye al aumentar el tiempo
entre el primero y el segundo pulso, en el caso de los pulsos bipolares. Adicionalmente se
mostro la modulacion de la permeabilizacion de los globulos rojos con la presion osmoética,
0 con el potenciasuperficial de membrana. La permeabilizacion de células con péptidos
policatibnicos y pulsos eléctricos se incrementa significativamente en el medio de
incubacién hipotonicopor ejemplo con pulsos bimonopolagepéptido BTMP4, puede
alcanzar hasta 2)8ecesmaspermeabilizaciérque en el casde un medio dencubacion

isotonica La permeabilizacion de las células también es maybaysiunincremento del



potencial superficial negativo de membrapar ejemplo con pulsos bimonopolares y un
aumento del gtencial superficial negativo con desoxicolato, se preseBtareces mas
permeabilizacion de las célulakos resultados obtenidos demuestran la posibilidad de
incrementar significativamente la actividad de los péptidos policationicos y modular el
grado ytiempo de la permeabilizacion de células cambiando caracteristicas de los pulsos

eléctricos.



Biomembranes permeabilization byapplication of polycationic

peptides and electric pulses

ABSTRACT

Amphipathic polycationic peptides represent the Antimicrobial system of humans, animals
and plants, their ability to permeabilize, in a potential way, the pathogenic microorganisms
of plasma membrane is peculiar. The objective of this weak the evaluation of the
possibility to increase permeabilization of biomembranes by amphipathic polycationic
peptides and electrical pulses. An electroporator for biological samples and an
electroporation cell were designed, which allow for the momi¢pdf permeabilization of

live cells in real time, measuring transmittance, dispersion of light and temperature (patent
# 14245762 approved, 2017). Plasma membrane permeabilization in red blood cells was
performed with electrical pulses; bipolar pulse<hea permeabilization between 4 to 31%

of the result for bimonopolar pulses, this indicates that in the case of bipolar pulses, there is
an effect of cancellation in the permeabilization by the second pulse, opposite in polarity, to
the firstpulse. Redblod cel |l s permeabilization by pol yce:
but applying both, with bimonopolar electrical pulses, the increase was significant
(synergistic effect). Permeabilization cancellation effect in cell suspension was observed
with polycationic peptides and bipolar electrical pulses. Between 4 and 14% of the
permeabilization achieved if the pulses are bimonopolar. The cancellation degree with the
second pulse of the opposite polarity decreases with increasing time between the first and
the second pulse, in the case of bipolar pulses. Additionally, the modulation of the
permeabilization of red blood cells with osmotic pressure, or with the surface potential of
the membrane was shown. Cell permeabilization with polycationic peptides atritale
pulses is significantly increased in the hypotonic incubation medium, for example
bimonopolar pulses and BT4 peptide, it can reach up to 2,8 times more
permeabilization than in the case of an isotonic incubation medium. The permeabilization

of the cells is also greater if there is an increase in the negative surface potential of the



membrane, for example, with bimonopolar pulses and an increase in the negative surface
potential with deoxycholate, there is 1,8 times more permeabilization of Hse Thee

results obtained demonstrate the possibility of activity increasing of polycationic peptides
and modulating the degree and time of cell permeabilization by changing characteristics of

the electrical pulses.



1. INTRODUCCION

Un problema grave de salud publica, es la alta resistencia de varias bacterias a los
antibioticos clasicos, debido a los efectos de mutacion de varias eittémes de las
bacterias. Una buena alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por
microorganismos patdégenos, son los péptidos antimicrobianos que han sido desarrollados
en la evolucién biologica como un sistema de defensa natural para atacar microorganismos
patdgenos. Hasta ahora se conoce que el mecanismo fundamental de los efectos
antimicrobianos de los péptidos policatiénicos anfipaticos es la formacion de poros en las
biomembranas, debido al potencial eléctrico negativo -treerabranal y a la afinidad
relativamente alta de estos péptidos a la membrana bacteriana, la cual se capactana
carga superficial negativa y relativamente alta en comparacion con las células eucarioticas
normales (Guilhelmelli et al., 2013). Utilizando a las mitocondrias como un modelo de
bacterias, se ha mostrado que algunos péptidos antimicrobianos lzapsameabilizacion
y hasta la agregacion de las mitocondrias (Lemeshko, 2@@idgiendola muerte celular.
Por otro lado, los péptidos policationicos pueden poseer propiedades anticancerigenas
(Riedl et al., 2011), siendo una alternativa a los traatos generalmente usados, como la
radio- y quimio-terapia (Davalos et al., 2005), que no siempre son tan eficientes y ademas
son toxicos y traumaticos para los pacientes.

Un aspecto interesante es la potenciacion eléctrica de la permeabilizadas de
células con péptidos policatidénicos, queumenta significativamente swapacidadde
causar la permeabilizacién de biomembrarizsto selogra haciendo mas negativo el
potencial transmembranaya sea con lalifusion de potasical exterior de la células
(transportado povalinomicing, o con la glicacion de pulsos eléctricd8rias et al.,2009;
Lemeshko, 2013; Lemeshko @rduz, 2013). La valinomicina no puede ser usada en
pacientes por su citotoxicidad (Kroten et al., 2010); asi que, lo mas conveniéntaser
aplicaciones de solo pulsos eléctricos con el fin de incrementar de un modo local la
eficiencia terapéutica de los péptidos policationicos, inyectandolos, por ejemplo, en un
tumor solido, como fue propuesto antes (Lemeshko, 2013).



Hay evidencia dejue la permeabilizacion eléctrica de biomembranas depende del
tipo de pulsos eléctricos aplicaddéo(nik et al., 2001bSano et al., 20t A/aldez et al.,

2017; Gianulis et al., 2018; Pakhomov et al., 20 el caso de pulsos eléctricos
bipolares, corel tiempo de unos cuantos microsegundos entre pulso positivo y negativo, se
presenta un efecto de cancelacion de la permeabilizacion, el cual disminuye al aumentar el
tiempo de separacion entre pulsos. En el caso de aplicacion de pulsos eléctricos
bimonopdares, la permeabilizacion es mayor, indicando que el segundo pulso de igual
polaridad sigue ayudando a la formacion de poros en la membrana (Sano et al., 2017).

En este trabajo mostramos que los efectos de cancelacion o refuerzo de la
permeabilizacion se presentan también cuando la electroporacion se realiza en presencia de
péptidos policatidnicos. La permeabilizacion eléctrica de las células en presencia de
péptdos policatidnicos puede ser temporal, en caso de pulsos eléctricos bipolares,
cancelada por el segundo pulso de polaridad contraria, incluso de un tiempo inferior al
primer monopulso. Esto plantea la posibilidad de incorporar una sustancia a la célula al
aplicar un pulso bipolar, cerrando el poro con un pulso de menor tiempo de polaridad
contraria.

Mostramos que en la permeabilizacion de los glébulos rojos con pulsos eléctricos y
péptidos policatidnicos, hay otros factores importantes como la presiérticasmoel
potencial superficial de la membrana. Los glébulos rojos en condiciones hipotdnicas son
mas susceptibles a la permeabilizacion lpaaplicacion ddos pulsos eléctricos. Esto es
utilizado como un método muy efectivo para cargar las célujag posterior a la
aplicacién de los pulsos eléctricos, son resuspendidas en un medio isoténico pal@scerrar
poros (Stewart et al.,, 2018). El potencial superficial de las membranas modula la
electropermeabilizacion de los globulos rojos. La adicion de dedato en la suspension
de células (en concentraciones insuficientes para permeabilizar la membrana) hacen mas
negativo el potencial superficial de la membrana, aumentando la interaccion péptido
membrana. En el caso de adicionar esperimaes un poli¢d&n a pH fisiolégico (Norris
et al., 2014; Shuber, 1989; Chung et al., 1985), la interaccion pépédirana es menor
por la disminucion de la carga neta negativa en la superficie de la mentbwadedinitiva,

el grado de permeabilizacion de las células con pulsos eléctricos y péptidos policatiénicos



puede ser moduladpor diversos factorexomo el tipo de pulso y sus caracteristicas
temporalesel potencial superficial de las membragdss medbs de incubacion



2. MARCO TEORICO

2.1 La actividad biologica de los péptidos policationicos y sus
caracteristicas fisicequimicas

Los péptidos biologicamente activos pueden ser antimicrobiambisancerigenoy en

algunos casos pueden tener efedfinales, atacando tanto a patégenos como a células
cancerigenas (Felicio et al., 2017); estos péptidos estan presentes en diferentes organismos
vivos, constituyéndosen la defensa inmune innata, cqegela primera linea de defensa que

limita el crecimiend de microorganismos patdégenos o no patégenos, que conviven con
mamiferos, insectos, anfibios, aves etcétera (Boman, 1995; Shaw et al., 2008). Los péptidos
antimicrobianos pueden incorporarse a la bicapa lipidica de las células de los organismos
Vivos, gra&ias a que son anfipaticos y a que poseen aminoacidos catidnicos (Matsuzaki,
1998); estos estan constituidos generalmente por 12 a 50 residuasim@acidos
(Hancock, 2001) y se dividen en diferentes subgrupos, dependiendo de la composicién de
sus residug aminoacidos y de su estructura secundaria (Yeaman and Yount, 2003).

Los péptidos antimicrobianos, aunque se han estudiado y desarrollado para combatir
enfermedades infecciosas, también pueden ser usados como péptidos anticancerigenos,
constituyéndose eana estrategia terapéutica en lexgcion (Gaspar et al., 2013kte es

debido a que las células cancerigenas humanas a diferencia de las células sanas, tienen una
gran presencia de moléculas aniénicas en la monocapa externa de la biomembrana, como la
fosfatidilserina, mucinas-glicosiladas, heparan sulfato o gangliosidos sializados (Utsugi et

al., 1991, Dobrzynska et al., 2005), favoreciendo las interacciones electrostéticas de las
biomembranas con muchos de los péptidos antimicrobianos (Hoskin amahiRarthy,

2008; Rodriguez et al., 2009).

Las estructuras secundarias de los péptidos antimicrob{figosa 21) son la
h®lice U presente en p®ptidos <conbovind a maga
(Perekalin et al., 2015).ds hojas beta que sost&bilizadas cominmente mediante puentes
disulfuros entre residuos de cisteina (C), presentes en péptidos como la protegrina |

(Fahrner et al.,, 1996), defensinas humanas (Zhang et al.,, 2010) y en la lactoferricina



bovina. los péptidos de estructura extetalicomo la indolicidina, tritrpticin y el
RRWQWR (Rozek et al., 2003; Kumar et al., 2018), los cuales no se pliegan en elementos
de estructura secundarias regulares, tanto en un medio acuoso como eméasbbemas
(Nguyen et al., 2011). 9f0s péptidos ¢inen predominancia de residuos de aminoacido de
triptéfano W), prolina (P), histidina (H)Los péptidos de estructura ciclica como la
gramicidina S, que son mas resistentes a la protedlisis (Hancock 2001). En muchos casos,
las estructuras secundarias staklecen cuando los péptidos estan en contacto con las

biomembranas (Hancock et al., 2002; Sitaram and Nagaraj, 2002).

Lactoferrampina bovina

Magainina 2

ST ATe

Lactoferricina bovina

g2

RRWQWR

Defensina B humana-3

J
X ",

Indolicina J

':) Tritrpticina

Figura 2-1. Las principales estructuras de péptidos policatiénicos antimicrobiands. A
P®pti dos h Rdptiduesede hojabet® Ci Péptidos extendidos. Las cadenas
laterales con carga positiva estdn coloreadas en azul, las cadenas laterales con carga
negativa en rojo y las cadenas laterales restantes en gris (Nguyen et al., 2011).

Los péptidos antimicrobianos con estructingice alfa cano la melitina y la
magainina (Qura 22), pueden tener varias cargas positivas debido a residuos aminoacidos
como la lisina (K), la arginina (R) o la histidina en ambientes acidos (Hancock et al., 2002);
también estos péptidos tienen umargproporcion de residuos hidrofébicos que les permite

la interaccién con los acidos grasos de los fosfolipidos. El conocimiento de los parametros
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estructurales como la helicidad, la carga, el momento hidrofébico, la hidrofobicidad, el
angulol subtendidgpor la superficie hidrofilica/hidrofébica de la superficie de la hélice,
ayudan a desarrollar péptidos anfipaticos con baja actividad hemolitica (Dathe and

Wieprecht, 1999) o péptidos policationicos con actividad antitumoral (Arias et al., 2009).

A Melitina B Magainina

Figura 2-2. La estructura helicoidal de los péptidos anfipaticos i(Ade melitina,

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ, B | de magainina,
GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS). Los residuos hidrofébicos son mostrados en blanco,
los residuos polares en gris y los residuos catbro s en negr o. i es el $

por los residuos cargados en la superficie de la héboes el momento hidrofébico.
(Segun Dathe and Wieprecht 1999).

Las hélices anfipaticas estan conformadas por una cadena de aminoacidos con una
periodicidal de residuos polares y apolares cada tres a cuatro residbaio aqueun giro
de una h®lice U est§ formado por 3,6 residt
aminoacidos permite que un lado de la superficie de la hélice tenga residuos hidrofébicos y
el lado opuesto residuos hidrofilicos, permitiendo que el péptido itteragn la estructura
anfipatica de las membranas bioldgicas. La formacion del poro se establece por la
oligomerizacion de lopéptidos(Dathe & Wieprecht 1999donde la parte hidrofébica de
la hélice esta en contacto con las colas hidrofobicas de fodifjatos y la parte hidrofilica
hace parte de la superficie interna del géigura 24, A).

El momento hidrofébico es una metodologia para cuantificataquanfipatica es la
estructura secundaria de un péptido helicoidal, basada en la escala twbicidex de
Eisenberg y colaboradores (Eisenberg et. al 1982; Eisenberg 1984). Consiste en que cada

aminodcido tiene un vector, cuya direccion esta definida por la posicion del residuo del
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aminoacido y la magnitud es la hidrofobicidad en la escala delieigg La suma vectorial

de las hidrofobicidades de los aminoacidos individuales provee un vector resultante que
indica la direccion en la guestala superficie mas hidrofobica de la hélice (Eisenberg et. al
1982; Dathe & Wieprecht 1999).

La hidrofobicidal es la capacidad de un péptido para desplazarse de un medio
hidrofilico hacia una fase hidrofébica al interior de la biomembrana. Los péptidos que
generan lisis celular tienen que ser suficientemente solubles en agua, pero la
hidrofobicidad no debe seenhasiado baja, porque no permitiria que el péptido interactue
con las regiones hidrofébicas de la membrana, que es lo que genera un aumento en su
permeabilidad.

E I 8ngul o G4 subtendido por | os (figumi duos
2-2), indica la regién del p#tido donde los residuos hidridbs estaran en contacto con las
cabezas polares o alrededores acuosos, mientras que la regidn opuesta, restaiiite (360°
es donde estan los residuos hidrofébicos de la hélice que estan en contésocadenas

de losaddos grasos.

2.2 Los aspectos fisicos de la interaccion de peéptidos policatiénicos con
biomembranas

Los péptidos antimicrobianos pueden clasificarse entre los que tienen como blanco la
biomembrana y los que interfieren con los procesos celulares. Los péptidos cuyo blanco son
las biomembranas, generan la disrupcion de la bicapa lipidicagpms mecanisnos:
modelo de pm barril, modelo de alfombrajodelo de poro toroidamodelo de detergente

y modelo de clusteres lipidicos (Ludtke et al., 1996; Wang et al., 2042)péptidos que
interfieren con los procesos celulares, o hacen a través de la Uslgmcas intracelulares
como los ribosomas y las ARN polimerasas, afectando la actividad enzimatica, el
plegamiento de las proteinas y la sintesis del ADN, las proteinas rethqaular (Wang

et al., 2015), o ejemplo de esto, son los péptidos ricopmtina como las apidaecinas de
secuencia GNNRP(V/)YIPQPRPPHPR(L/I) (Casteels et al.,, 1989) y la oncocina de
secuencia VDKPPYLPRPRPPRRIYNR (Knappealket 2010), que inhiben la traduccida

c
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las proteinas bacterianas en el ribosoma 70S. La caracteciatiéaica de estos péptidos es
debido a la gran cantidad de residuos de arginina (R), que interactian con las cargas
negativas de biomoléculas como las proteinas y el ADN (Krizsan et al., 2014). Aunque el
blanco de estos péptidos no sea la biomembran@mti&acciones péptidmembrana son
importantes para la translocacion del péptido al interior de la célula. Ademas, los modos de
accion de los péptidos pueden ser mdultiples, tener como blanco la biomembrana e interferir
con los procesos celulares (Bhatt@gya and Ramamoorthy, 2009\Igunos péptidos
policationicos como ef7-KLA y R7-KLA (Lemeshko, 2010)inducen la agregacion
mitocondrial lo quepodria ser un nuevo mecanismo de accion citotoxica

La teoria de la doble capa eléctrica, provee una exjicatel primer paso en la
interaccion péptidanembrana. Debido a la presencia en algunas biomembranas de especies
cargadas como la fosfatidilserjnia fosfatidilglicerinay la cardiolipina, que son lipidos
anionicos (Hancock et al., 2002), confiriendopartencial eléctrico superficial, que permite
la adsorcion de los péptidos policatiénicos en las biomembranas, en funcién de la carga
eléctrica, la permitividadieléctricay la fuerza idnica del medio de incubacion (Shai 1999;
Yeaman and Yount, 2003; Hoskin and Ramamoorthy, 2008; Lemeshko, 2013; Kumar et al.,
2018). Las interacciones péptideembrana pueden ser afectadas por el desplazamiento
competitivo de los péptidos pedtionicos debido a otras sustancias anfipaticas con carga
positiva (Lemeshko, 2014).

En las células animales, la composicion de la monocapa interna y extersa de la
biomembranas es asimétricdirtanen et al., 1998 en cuanto a fosfolipidos cargados
negativamente, teniendo mayor abundancia de lipidos como la fosfatidilserina (PS) en la
monocapa interior en células como los glébulos rojos, mientras que en las células
bacterianas la monocapa exterior contiene un grarcentaje de lipidos cargados
negativamente idura 23). Esto quiere decir que las interacciones péptidmbrana
debido al potencial eléctrico superficial son fuertes para células bacterianas y relativamente
deébiles para células eucarioticas (Kumaalet2018). Si las interacciones son muy fuertes
entre los péptidos y las cabezas polares de los lipidos aniénicos, podria haber pérdida de la
actividad antimicrobial, al prevenirse la translocacién del péptido (Yeaman and Yount,
2003).
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La interaccion pémo-membrana también depende de la fluidez de la membrana
plasmaticaS esta es mas fluida debido a la presencia de lipidos insaturados, la actividad
hemolitica de algunos péptidos anfipaticos catidénicos sera mayor (Belokoneva et al., 2003;

Leuschner an#lansel, 2004).

Péptido (

antimicrobiano '\ \)
Interaccién
hidrofébica y

electrostatica ‘ﬂlly\ p
L O 00 Q

Fosfolipidos
zwiterionicos

®  Fosfolipidos
anionicos
L 00 00 _

Membrana bacteriana

Figura 2-3. Interaccidn electrostéatica de los péptidos antimicrobianos con los fosfolipidos
cargados negativamte en la membrana bacterianafa modificada de Kumar et al.,
2018).

En cuanto a la fuerza ibnica de la suspension arluh eficiencia de la
permeabilizacion de la biomembrana por péptidos policationicos esr raay® fuerza
iGnica es baja,sto se debe posiblemente a la ausencia de un apantallamiento electrostatico,
permitiendo que el péptido interactie eléctricamentela superficie de la biomembrana
(Lemeshko and Orduz, 2013).

Los pasos posteriores a la interaccion inicial péptigmnbrana, donde se da la
adsorcion y el cambio conformacional del péptido, pueden conducir a la permeabilizacion
de la biomembrana poifdrentes mecanismos como el modelo de poro barril, el modelo de
poro toroidal, el modelo de alfombra, el modelo de detergente y el modelo de cllsteres
lipidicos anionicos (Nguyen et al., 2011).

El primer modelo de poros inducidos por péptidos fue el toode poro barril
(figura 24), propuesto por Baumann y Mueller, donde mostraban la conductancia de un
poro unico formado por la alameticina en membranas lipidicas (Baumann and Mueller,
1974). En este modelo la formacién de un poro se produce por la accién cooperativa de
varios péptidos amfipaticos hélice alfa, donde sus superficies hidrofobicas estan @b contac
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con las cadenas de los residuos de acidos grasos de los fosfolipidos, mientras que sus
superficies hidrdficas, constituyen el poro acuoso, algo muy similar a un barril sin fondo
cuyas paredes son los péptidos helicoidales (Shai, 1999).

El modelo de pm toroidal se diferencia del modelo de poro barril en que los
péptidos que se insertan perpendicularmente a la membrana, estan asociados con las
cabeza polares de los fosfolipidosdfira 24). En cada poro los fosfolipidos se curvan de
modo que las cakas polares de ambas monocapas de la membrana llegan a unirse. De esta
manera, las paredes del poro estan constituidas por las cabezas polares de los fosfolipidos y
por los péptidos insertados en la membrana (Yang et al., 2001; Shai, 2002; Hoskin and
Ramanoorthy, 2008).

A: Barrel-Stave Pore Model B: Toroidal-Pore Model C: Carpet Model

D: Detergent-Like Model

? Lipid

st

' AMP ¥ Zwitterionic Lipid- "p.wu:uiw&hum

1 Anionic Lipid* l

Figura 2-4. Los modelos de permeabilizacion de biomembrana por péptidos (Segun Wang
et al., 2012). Al Modelo de poro barril: los péptidos son adsorbidos en la biomembrana
formando un poro de manera que las zdndsofobicasde los péptios estan en contacto

con los residuos de acidos grasos de los lipiddsi®delo de poro toroidal: los péptidos

se unen a la membrana formando un canal junto con las cabezas polares de los lipidos. C
Modelo de alfombra: los péptidos se acumulan endmbnmana estirando las monocapas
lipidicas llevando a la disrupcion de la membrand. \dodelo de detergente: los péptidos

se unen a la bicapa lipidica removiendo lipidos y formando micela€listeres lipidicos:

Los péptidos cationicos se unaripidosanidnicos formandalistees que puede cambiar

el empaquetamiento de los lipidasimentadola permeabilidad de la biomembrana.
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En el modelo de alfombra los péptidos son adsorbidos en la superficie de la
biomembrana en concentracion alta, insertandaggaralelo a la bicapa lipidica, quedando
expuestas las regiones polares de los péptidos al medio acuoso. La acumulacion de los
péptidos genera una expansion de la monocapa externa y luego el colapso de la
biomembrana por la separacion entre las dos ngpas(Shai, 2002; Sato and Feix, 2006).

En el modelo detergente al igual que en el modelo alfombra, la disrupcion de la membrana
no se da por formacion de poros, sino por colapso de la membrana. Los péptidos junto con
los lipidos forman micelas solublea medio acuoso, desintegrando la membrana (Wang et
al., 2012).

En el modelo de clusteres lipidicos cargados, los lipidos en lasnauess

son
zwitteribnicos y anigicos con una distribucién no necesariamente homogégesa(24);

esto permite que los ptidos catidnicos interactien con algunos dominios de lipidos
aniénicos en la membrana, disminuyendo el grado del empaquetamiento de los lipidos y

aumentando la permeabilidad en la membrana (Epand and Epand, 2011; Wang et al., 2012).

2.3 Electropermeabilzacion de células vivas

El fendmeno de la electropermeabilizacion se produce por un potencial de membrana
inducido debido a la aplicacibn de un campo eléctrico intenso sobre las células,
aumentando la permeabilidad para diferentes iones y moléculas é&s tde la
biomembrana. Las células se pueden considerar como objetos viscoelasticos, lo que permite
que se deformen por consecuencia de los campos eléctricos, experimentando un estrés
mecanico que altera la organizacion de la biomembrana, llevando a leapéizacion
celular reversible o irreversible de las células (Neumann et al., 2000; Teissie et al., 2005).

E I potenci al dv)iadocdonmmin campoaeléctriCogpxterBeen
un punto M de la célula, es dependiente del angulo potaedidodesde la direccion del

campo incidentefigura 25), definido por la ecuacion (Teissie et al., 1999; Tessie, 2017):

Yo FRom MO wéip Q (2-1)
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Dondef es un factor de forma que en el caso de las células esféricas toma el vales1,5;
el radio de la célulg;esel tiempo de aplicacion del camptéctrico z es la constante de
tiempo caracteristica de la carga deitanembranauees del orden de$ microsegundos
(Kinosita and Tsong 197 Teissie et al., 200% esta expresada como:

T 10 ¢ _ Tc__ (2-2)
dondeCn es la capacitancia de ldbomembrangor unidad de ared es la conductividad

en el citoplasma ¥ es la conductividad en el medio exterior de la célula.

Figura 2-5. Induccién del potencidtansmembranal de célula por la aplicaciéon de un pulso
eléctrico (segumNeumannet al.,2000. En el polo de la célula mas cercano al anaio
potencial transmembranal inducido es negativo adentro, el cual seria favorable para la
incorporacion de los péptidos policatiénicos en la membrana.

El potencial transmembranal inducid® es nul o en | os §ngul oc¢

m8&xi mo en | os 8ngulos O, o generando mayor

célula cercanos a los electrod@=issieet al., 1999; Tessie 2017). Cuando se iapl el
campo eléctrico extern@| potencial transmembranal totéh en células es la suma del
potencial transmembranal de repd$e y el potencial transmembranal inducidoo |
expresado como:

Yo Yo Yo Hom (2-3)
Esto significa que el poteratitransmembranal total es asimétr{gmtnik et al.,2001a)
siendo de un valor mayor y negativo adentro en el polo de la célula cercana al anodo, el
cual seria la zona mas favorable para la permeabilizacion celular o la incorporacion de

sustancia cargadgositivamente, como los péptidos policationicos.
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Los efectos de la electropermeabilizacion celular dependen de la combinacion de
parametros asociados a las caracteristicas del campo eléctrico (intensidad, duracion,
frecuencia daplicacion numero y forma de los pulsos) y parametros que definen el estado
de la célula (geometria, entorno, temperatugaresion osmotica)Tambiéntienen gran
influencia los medios de incubacion erelactropermeabilizacion celulgror ejemplo, en
mediosde mayorconductivdadel tiempo caracteristico de cargiade la biomembrana es
menor( al r ededor ,dreuci@do3masrapilo et gojencial transmembranal,
comparado con mediode menor conductividad, donde el tiempo de carga es mayor
(alrededor , tdrdanddb hés err mlyanzar el potencial umbral para la
permeabilizaciomle la biomembranginosita and Tsong, 197DimovaandRiske 2017.
Ajustando la presién osmaética con medios hipotonicos, el aumento en la tension de la
membrana, decrecel voltaje limite critico para permeabilizar las célul@@arrau et al.,
2004;Usaj et al., 2009).

En cuanto a la forma de loslIpos los resultados de la electropermeabilizacion
celular con pulsos bipolaresn mono pulsale polaridadnversa a la del otro monoa),
esmenor comparada con la permeabilizacion celular causada por la aplicacién de pulsos
bimonopolares (dos pulsos seguidos de igual polaridad), aunque la energia eléctrica
entregada a las suspension celular sea igual (Valdez et al., 2dgémas, comarando el
efecto de la permeabilizacion celular debido a pulsos bipolares con diferentes tiempos de
separacion entre los mono pulsos, se ha observado mayor permeabilizacion celular si la
separacion temporal entre los dos mono pulsos es mayor, indicantiorguersion de la
permeabilizacion celular con el segundo pulso disminuye (Gianulis et al., 2018).

Otro efecto de aplicar pulsos bipolares es que genera menor contaminacion por
iones metalicos liberados desde los electrodos, comparando con la coritantaasada
por los pulsos de una sola polaridad, que pueden generar la precipitacion del material
biolégico (Stapulionis, 1999; Tomov and Tsoneva, 2000; Kotnik et al., 2001b). En cuanto a
la permeabilizacion celular por pulsos eléctricos bipolares erenmies de péptidos
policatiénicos, no hay informacion sobre efectos de la cancelacién de la permeabilizacion

celular.
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2.4 La permeabilizacion potencialdependiente de biomembranas con
péptidos policatidnicos

El potencial eléctrico transmembranal interviene en la interaccion pépédibrana,
potenciando la actividad de los péptidos policationicos, al aumentar su eficiencia de
insercion en la biomembrana, induciendofdemacion de oligtneros transmembranales

que facilitan la lisis de glébulos rojos y liposomas (Vaz Gomes et al., 1993; Matsuzaki,
1998). Fue mostrado que la actividad del péptido policatiénico mastoparan es potencial
dependiente fjgura 26). Usando vesidas fosfoliptlicas se observé que la
permabilizacion de la membrana es mayor cuando se ha generado el potencial eléctrico
transmembranal de alrededor d&0 mV, debido a la difusion selectiva del potasio en

presencia de la valinomicina (Pfeiffer et.al 1995).

*Val
l
A rmpsnies e I
*Val Mastoparan
B i Wﬁwl
9 ‘\:jal
o
IIOD
ﬁ +Val

3 min

Figura 2-6. La permeabilizacién potencidependiente de la bicapa lipidica de liposomas
con el péptido policatibnico mastoparan (INLKALAALAKKIL) (Segun Pfeiffer et al.,
1995). Las vesiculas depalmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPCencapsularon

Quin 2/Hepes/Ky el medio externo conteni® mM Hepes (N3, pH 7,0, 20 mM NaCl y

50 uM CaCk (en estas condiciones Quin 2 y2Caon impermeables a lagsiculak La
valinomicina permitda generaciéon del potencial de difusion dél(Kegativo adentio Al
agregar mast@pan se incrementa la permeabilidad de la membrana, permitiendo el ingreso
del C&*, que lleva a la formacién del complejo °GQuin 2, como indicador de la
permeabilizacion. Ai Con o sin valinomigia (0,1 pM), sin mastoparan. B 2 uM
mastoparan, con o sin valinomicina (0,1 uM).
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De manera similar, se observd la permeabilizacién potedendiente de
biomembranas con el péptido BTRL, derivado de la protoxina Cryl1Bb (Arias et al.,
2009; Lemeshko, 2010, 2011, 2013; Lemeshko anduXr@013), confirmando el
mecanismo hipotético de la formacion del poro potert@gendiente en biomembranas
(Lemeshko et al., 2005). Terrone et al. (2003) tambiéieron uso de la valinomicina,
pero con diferentes composiciones de las bicapas lipidicas, mostrando que los efectos de
penetracion de los péptidos policationicos depandanto de la composicion de la
membranaomo del aumento del potencial eléctrico transmanddr

Se ha reportado la influencia del potencial eléctrico transmembranal en la actividad
de otros péptidos como la protamina (Aspedon and Groisman, 1996), HasiNK
(Ruysschaert et al., 1998), la alameticina (Su et al., 2018) y péptidos antimicsobiano
ciclicos como las defensinas theta rhesus (Wilmes et al., 2014).

La permeabilizacion potencidependiente, también ha sido mostrada con un
aumento en el potencial eléctrico transmembranal, inducido por el campo eléctrico externo.
Se ha reportado unapeeabilizacion sinérgica de biomembranas con diferentes péptidos
policationicos y pulsos eléctricos (Lemeshko, 2013).

La permeabilizacién potencidependiente no s6lo se ha observado con péptidos
policatiénicos, sino también con proteinas como la MirsBahl and Hamoen 2010) o la
colicina k (Schein et al., 1978), favoreciendo la formacién de canales i6nicos en la bicapa
lipidica plana (fgura 27).

En presencia de la colicina k sin aplicar voltaje no se observa permeabilizacion de la
membrana, pero epresencia de un potencial transmembranais@emV, la colicina k,
aplicada en el ladais de la bicapa lipidica plana, forma canales iénicos, lo que se
evidencia en un aumento progresivo de la corriente eléctrica. Al cambiar la polaridad por
+50 mV, la coriente eléctrica cae a cero, mostrando un efecto de cancelacién de los
canales ionicos formados antes. Con esto se ha mostrado que la permeabilizacion de la
bicapa lipidica con el polipéptido colicina k, y posiblemente con otros péptidos, se debe a la
incorporacién potenciadlependiente de péptidos en la bicapa lipidica y formacion de poros

transmembranales.
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Figura 2-7. La respuesta de la corriente eléctqca la aplicacion de un voltaja bicapa
lipidica plana en presencia de la colicina k (Schetinal., 1978). La colicina k fue
adicionada en el ladadis a una concentracion de 100 ng'rglel registro de la corriente se
inicié 10 minutos después. El compartimientefue conectado a una tierra virtual y V es

el potencial en el compartimientcans Posteriormente se aplicé un voltaje -86 mV,
generando un aumento en la corriente por la formacion de canales i6nicos por la colicina k.
Al cambiar el voltaje por50 mV, se revierte la formacion de los canales, se observa el
efecto de cancelacide la permeabilizacion idnica.

Una de las explicaciones de la toxicidad selectiva de péptidos policationicos con
respecto a las bacterias, es el potencial superficial negativo (Nuri et al., 2015; Joo et al.,
2016; Mahlapuu et al., 2016; Lee et aD19) y altos valores del potencial tranembranal
(negativoadentro) de las membranas bacterianas (Vaz Gomes et al., 1993; Matsuzaki et al.,
1995; Strahl and Hamoen, 2010; Mahlapuu et al., 2016).

En este trabajo evaluamos la permeabilizacion de las bibra@as debido a la
incorporacion potenciadependiente de varios péptidos policationicos, disefiados en el
laboratorio, dependiendo de las carasterds de los pulsos eléctricaplicados a la
suspensiorelular. Una ventaja que logramos es la evaluaenmtiempo real del desarrollo
de la permeabilizacion de las células, registrando la transmitancia de la luz. En muchos
trabajos estas mediciones son realizadas con diversas técnicas un tiempo después de la
aplicacion de los pulsos eléctricos, sin tenenfarmacion sobre la cinética de desarrollo

de la permeabilizacién de células.
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Diversas publicaciones han mostrado que en caso de aplicacion de los pulsos
eléctricos bipolares, el segundo pulso demuestra el efecto de cancelacion de la
permeabilizacion delar causada por el primer pulso (Valdez et al., 2017; Gianulis et al.,
2018; Pakhomov et al., 2018), pero no hay informacién disponible de experimentos con
este tipo de pulso en presencia de péptidos policatiénicos. En este respsti@mos que,
al apicar pulsos eléctricos bipolares, el fendmeno de cancelacién significativo, por el
segundo pulso de polaridad/ertidg se revela incluso si el tiempo del segundo monopulso
es inferior al tiempo del primer monopulso. Esto plantea la posibilidad de anabyma
sustancia a la célula en ebrtipo entre dos monopulsos, al aplicar un pulso bipolar,
cerrando el poro con el segundo monopulso, de polaridad contraria, aunque de menor
tiempo.

Otros factores importantes en la electropermeabilizacion de célufagsencia de
péptidos policatibnicos, que mostramos, es la presion osmaotica, donde un medio hipoténico
favorece a este efecto sinérgico de la permeabilizacion comparado en el medio isotdnico.

También se muestra que el potal superficial de la membranmodula la
electropermeabilizacion de los glébulos rojos. Se hace evidente que al hacer mas negativo
el potencial superficial de la membrana (con desoxicolato), hay mayor permeabilizacion
eléctrica, por el aumento en la interaccion péptidonbranay vice versase observd un
efectoinferior en presencia de espemina (polication) conocidaen disminuir la carga
neta negativa de la superficie de membrana (Norris et al., 2014; Shuber, 1989; Chung et al.,
1985).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudio del mecanismo de la potenciacion eléctrica de la permeabilizacion de la membrana

plasmatica celular con péptidos policationicos.

3.2 Objetivos especificos

1. Disefio de un bioelectroporador de células con pulsos eléctricos de caracteristicas
progamadas.

2. Estudio démecanismo de permeabilizaciénlds globulos rojos con pulsos eléctricos
bipolares y doble pulsos monopolares rectangulares.

3. Estudio de la permeabilizacion sinérgica de la membrana plasmética celular con péptidos
policatiénicosy pulsos eléctricos externos de distintas caracteristicas.

4. Disefio de un protocolo avanzado de electroporacion de células.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Los péptidos BTMP1 (VAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS) con carga neta 5+
(Lemeshko et al.,, 2005; Lemeshko et al.,, 2006a, 2006b; Lemeshko and Orduz, 2013),
BTM-P4 (IAPALIAVAPIAKYLATALAKWALKQGFAKLKS) con carga neta 5+ (Orduz

y Lemeshko, 2016), P3 (IYLATALAKWALKQ GFGGRRRRRRR) con carga neta 9+
(Lemeshko, 2013), y P83 (IYLAKALAKWALKQGGRRRRRRR) con carga neta 10+
fueron disefiados en el laboratorio de Biofisica y sintetizados por GenScript Corporation.
Los globulos rojos fueron aislados de ratas Wistar, con proeedos de extraccion de
sangre aprobados por @mité deEtica de la Universidad Nacional de Colombia, sede

Medellin. Los reactivos fueron de fisnas comerciales Merck, Sigmd@N Biomedicals.

4.2 Aislamiento de glébulos rojos

Los globulos rojos saislaron segun Arias y otros (Arias et al., 2009). La rata es sedada por
inhalacion de 0;8,4 ml de isofluorano (Laboratorios Baxter). Alrededor de 5 ml de la
sangre se mezcla con 20 ml de medio anticoagulante (MA) compuesto de 120 mM NacCl,
10 mM EDTA tetasédico, 5 mM citrato de sodio y 5 mM TiCl, pH 7,4.
Posteriormente es centrifugado a 3000 rpm por 10 min a 4 °C y se descarta el sobrenadante,
dejando sélo los globulos rojos que son lavados, resuspendiendo el residuo en 20 ml de un
medio de lavado d&50 mM NaCl y 5 mM TrisHCI, pH 7,4, y centrifugando a 3000 rpm
por 10 min a 4 °C. El lavado es realizado dos veces. Finalmente es retirado el sobrenadante,
se toma 1 ml del residuo de los glébulos rojos y es resuspendido en 4 ml del medio de
lavado (relaion 1:4) obteniendo una suspensgtack de glébulos rojosan hematocritcal
20%, que es almacenada a 4 °C durarBalfas.

Para realizar la evaluacién de la permeabilizacién de los glébulos rojos (GR) se
utilizé la celda de electroporacidhsefiada jnto connuestro electroporador de muestras
biolégicas patentado (Lemeshko y Ortiz, 2017), que a diferencia de otras celdas
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comerciales, permite la medicion en tiempo real de la transmitancia y la dispersion de la luz
a 90° y 135° (ver detalles en el capiits.1. Las mediciones se basan en el registro de la
intensidad de la luz que atraviesa la suspension de las células en un medio fisiologico. Los
GR son capaces de dispersar la luz dependiendo de su grado de hinchamiento o
contraccion. Esto es debido atlice de refraccidén del citoplasma de los GR que es mayor
que el de los medios salinos isotonicos, por tener una concentracion alta de hemoglobina. Si
se presenta un aumento en la permeabilidad de los GR, estos se hinchan disminuyendo el
indice de refraccid del citoplasma, lo que aumenta la transmitancia de la luz. La fuente de
luz esun laser que emite a una longitud de onda (650 nm), donde la absorcién de la luz por
la hemoglobina eslespreciabley el cambio de transmitancia de la luz que atraviesa la
sugension celular es debido a la dispergiéria luz(Arias et al., 2010).

Inicialmente la celda de electroporacion permitia monitorear la temperatura con un
termistor, pero la medicion era inferior al valor real debido a la constante térmica del sensor
del orden de varios segundos. Para mejorar la medicién de temperaturmisbieiue
sustituido por un sensor infrarrojo de temperatura, de esta manera se asegura que la
permeabilizacion de los GR es debido a la permeabilizaciéon eléctrica y no a un aumento
significativo de la temperatura.

El electroporador de muestras biol6gicgenera pulsos eléctricos monopolares
(MP), bimonopolares (BMP) y bipolares (BP), con los tiempos de los+malsos sor; y
t3, el intervalo de tiempd, entre el primero y el segundo mepolso (figura 41). El
electroporador puede entregar una indsdide campo eléctrico de 2500 V/cm aplicados a
una suspension de GR en un medio fisiolégico que es suficiente para
electropermeabilizarlos (Kinosita et al., 1977).
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Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 4-1. Caracteristicas de los pulsos eléctricos gete por el electroporador de
muestras biologica®\ i Pulsos monopolares (MA.T7 Pulsos bimonopolares (BMRJ.
Pulsos bipolares (BP). y t3son los tiempos de los monopulso® gs el tiempo entre dos
monopulsos. En este trabajo, hemos programade

Protocolo para la evaluacion de la permeabilizacién de los globulos rojos con pulsos

eléctricos y péptidopolicatibnicos

1. En una el ectrocubeta de 2 mm de separaci
un medio de incubacion (MI) de 150 mMaCl, 5 mM Tri§HC 1 500 &M EDT/

tetrasodico, pH 7,4 y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético.

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporacion y se inicia el registro de
datosen tiempo realisando el softwareabVIEW.

3. Al inicio d e | regi str o s esusmemsiorc stoocknde rgldbdlos gojos d e
(hematocrito final @% en la electrocubeta

4. Se adiciona el péptido policatiénico a los 50 s del inicio del registro.

5. Se aplican los pulsos eléctricos a los 150 s del imieloregistro y se detiene la

medicion a los 400 s.

4.4 Modulacion de la electropermeabilizacion de los glébulos rojos con el
potencial superficial de membranas

La permeabilizacién de los GR fue modulada afectando el potencial eléctrico superficial de

la membrana con sustancias superficialmente activas, cargadas. ElI grado de
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permeabilizacion de los GR en presia de péptidos policationicatepende tanto del
potencial transmembranaomo del potencial superficial de la membrana (Gallucci et al.,
2003; Laneshko, 2014; Joo et al., 2016). laggentesutilizados que modifican el potencial
superficial de la membrana fueron el desoxicolato (sustancia hidrofébica de carga negativa)
que aumenta el potencial superficial negativo de la membrana de los GR y raiesper
(policatién) que disminuyta magnitud del potencial superficial negataldnteractuar con

la membrana de los GR (Chun et al., 1967; Schuber, 1989). Se usé un protocolo para el
caso en el qupotencial superficial de membrana se hace mas negativdesoxicolato y

otro cuando por presencia de espermina el valor del potencial superficial negativo de la
membrana plasmatica celular se disminuye significativamente (Chun et al., 1976, 1977).

Protocolo para evaluar el efecto del potencial superfiaiEd membrana méas negativo en

la permeabilizacién celular con pulsos eléctricos y péptidos policatiénicos:

1. En una el ectrocubeta de 2 mm de separaci
un medio de incubacion (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM THEI, 500e M EDTA
tetrasodico, pH 7,4 y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético.

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporadéninjcia el registro de

datos en tiempo real usando el software LabVIEW

3. En los primeros 6 s del registse adicionad ¢ | de suspensi-n sto
rojos (hematocrito final 0,2% en la electrocubeta).

4. Se adiciona el péptido policatidnico a los 50 s del inicio del registro.

5. Se adiciona 0,09 mM desoxicolato a los 100 andgentracion que no causa

hemolisis de los GR) nhuevamente la misma concentracion a los 150 s

6. Se aplican los pulsos eléctricos a los 250 s del inicio del registro y se detiene la

medicion a los 500 s.

Protocolo para evaluar el efecto del potencial superficial de membrarenos negativo

en la permeabilizacién celular con pulsos eléctricos y péptidos policatiénicos:
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1. En una el ectrocubeta de 2 mm de separaci
un medio de incubacion (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM THsC | , 500 &M EDT/
tetrasodico, pH 7,4 y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético.

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporaaéninicia el registro de

datos en tiempo real usando el software LabVIEW

3. En los primeros 6 s del registro se aian4 ¢ | de suspensi-n sto

rojos (hematocrito final 0,2% en la electrocubeta).

4. Se adiciona el péptido policationico a los 50 s del inicio del registro.

5. Se adiciona 3 mM espermina a los 100 s.

6. Se aplican los pulsos eléctricos a 2 s del inicio del registro y se detiene la

medicion a los 500 s.

4.5 La evaluacion de la influencia de la presion osmoética en la
electropermeabilizacion de los globulos rojos con péptidos policationicos

La influencia de la presion osmética en la permeabilizacion de los GR con pulsos eléctricos

y péptidos policatidnicos, fue evaluado con tres medios que contienen 5 niMdlriS00

eM EDTA tetras-dico (pH 7, 4), perSeuscun di f e
medio isoténico de 150 mM NacCl, un medio hipertonico de 200 mM de NaCl y un medio
hipotonico de 100 mM de NaCl, que a esa concentracion no presenta hemolisis pero tiene

un cierto grado de hinchamiento, siendo la dispersién de la luz normalizitdar de un

85 % de la luz dispersada por el medio isotonico (Arias et al., 2010).

Protocolo para evaluar la influencia de la presion osmoética en la permeabilizacién

celular con pulsos eléctricos y péptidos policatidnicos:

1. En una electrocubeta de 2 mm de separac
medio y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético. Los tres medios
utilizados contienen 5 mM Tiisi C I 500 e M EDTA tetras-d
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adicionalmente el medihipotonico, el medio isotonico y el medio hipertdnico tienen

100, 150 y 200 mM NacCl, respectivamente.

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporadéninicia el registro de

datos en tiempo real usando el software LabVIEW

3. En los prineros 6 s del registro se adiciondan ¢ | de suspensi-n sto
rojos (hematocrito final 0,2% en la electrocubeta)

4. Se adiciona el péptido policationico a los 50 s del inicio del registro.

5. Se aplican los pulsos eléctricos a los 150 s debimiel registro y se detiene la

medicion a los 400 s.

4.6 La evaluacion de la influencia de la fuerza idnica del medio de
incubacién en la electropermeabilizacion de los glébulos rojos con
péptidos policationicos

Protocolo para evaluar la influencia deal fuerza idnica en la permeabilizaciéon celular

con pulsos eléctricos y péptidos policationicos:

1. En una electrocubeta de 2 mm de separac
medio de incubacion y se deposita en la electrocubeta un agitador nadbétidiliza

dos medios de incubacion de diferente fuerza i6nica, uno contiene 150 mM NaCl, 5 mM
TrisitHC I 500 ¢M EDTA tetras-dico (pH 7,4) 'y ¢
mM NaCl, TrigHCI , 500 €M EDTA tetras-dico (pH 7, 4
2. Se inserta la elecitubeta en la celda de electroporaciégeyinicia el registro de

datos en tiempo real usando el software LabVIEW

3. En los primeros 6 s del registro se adiciodan ¢ | de suspensi-n sto
rojos (hematocrito final 0,2% en la electrocubeta)

4. Se adiciona el péptido policationico a los 50 s del inicio del registro.

5. Se aplican los pulsos eléctricos a los 150 s del inicio del registro y se detiene la

medicion a los 400 s.



29

4.7 El monitoreo de la temperatura de la suspension de las células

Parala medicion de la temperatura de la suspension de células, se implementd en la celda
de electroporacion un sensor de infrarrdj@X906014 del fabricante Melexis con el
protocolo de comunicacion IC2. Para la adquisicion de los datos, se utilizd una placa de
desarrollo Arduino UNO, que envia los datos por comunicacién serial al computador (Ver
detalles 5.1.3). El registro de los datos en ehmatador se hace a través del programa
LabVIEW, que permite visualizar las mediciones en tiempo real y almacenarlos en archivos

de texto para su posterior visualizacion o procesamiento de los datos.

El protocolo para las mediciones del cambio @enperatura de la suspension de células

debido a la aplicacién de pulsos eléctricos fue el siguiente:

1. En la electrocubeta de 2 mm 6 de 4 mm de distancia entre electrodos se agrega
respectivament e, 400 - (3P Oelx0IMMdMN&C]5meMd i o de
Trisst HCI , 500 €M EDTA.tetras-dico, pH 7, 4

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporacion, se cubre con la tapa que
contiene el sensor de infrarrojosg inicia el registrale la temperaturan tiempo real

usando el software LabVIEW.

3. Allos 20 s del registro se aplican los pulsos eléctricos y la medicidn se detiene minimo

alos 80 s.

4.8 Analisis estadistico

El programa LabVIEW genera archivos de extendin que contienen el registro de las
mediciones (ver anexo A.4). Estdatos pueden ser procesados con las herramientas de
LabVIEW para obtener graficas del promedio de varios registros. El primer paso del
tratamiento de los datos para generar las curvas promedio, es realizar un remuestreo de los
datos, debido a que no se iebhen exactamente cada 250 nal),(haciendo que los

promedios no se puedan obtener, porque no hay garantia de tener todas las mediciones para
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un mismo tiempo. Con la funcién de remuestreo de LabVIEW se soluciona este problema,
porque realiza interpolacies de las mediciones, forzando a que todas las mediciones
tengan urgt = 0,3 s, constante; de esta manera cada medicion esta asociada a un tiempo
multiplo de 0,3 s. Para comparar la permeabilizacion que se logré con los diferentes
péptidos policationicos pulsos eléctricos, se puedeliatir como variable de analisia
derivada de las curvas promedio de la transmitancia; para esto es necesario filtrar las curvas
de transmitancia promedio, con la herramienta de filtro de LabVIEW (fig2ja donde

uno delos parametros importantes es el ancho medio del promedio movitvwiidaf of

moving average, M), que en el caso de programar M=15, esto significa que para realizar el
suavizado de la grafica en cada tiempo t, el programa utilizar4 31 mediciones, Una en e
tiempo t, quince mediciones antes y quince después; en general el nimero mencionado de

datos (N=31) que se usara para el filtrado de cada punto de la curva es N=1 + 2M.
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Figura 4-2. La configuracion en LabVIEW del filtro del ruido de las curvas debiarde
transmitancia de la luz a través de la suspension de células. El filtro permite disminuir el
ruido de las curvas, logrando obtener las primeras derivadas de estas. El ancho medio del
promedio mévil (HaKwidth of moving average, M), permite realizel suavizado de las
curvas utilizando N datos para el filtrado en cada punto de la curva (N= 1 + 2M).
Seleccionando M=15, los 31 datos corresponden a un intervalo de tiempo de 9 s.

A manera de ejemplo mostramos la curvas de transmitancia sin filtrgda (£#3, A) y

con filtrado (figura 43, B) de la permeabilizacion de los GR con los pulsos eléctricos y el
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péptido BTMP4. En el caso de no utilizar un filtrado las primeras derivadas de las curvas

de transmitancia son muy ruidosas y dificilmente seipaitener un dato confiable de la

derivada (figura 48, C).
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Figura 4-3. La permeabilizacion de los glébulos rojos (GR) con los pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) en presencia de 2 uM péptido-BANP4),
monitoreada por los cambios en la transmitancia (hematocrito 0,2% en el medio incubacién
de 150 mM NacClp,5 mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (MI), electrocubeta de 2 mm).
Pulsos eléctricos (segun Figl# t1 =tz = 10 ps,t2 = 0,4 ps, con frecuencia 5 Hz. Cada
curva representa un promedio de 6 curvas independientes obtenido con el programa
LabVIEW. AT Curvas originales de cambio en la transmitanBi&;Curvas A filtradas por
LabVIEW con el promedio movil M=15 (Halkidth of moving average), N=31 (ver en el
texto). C i las primeras derivadas de las curvas A sin filtid, E, F 1 las primeras
derivadas deals curvas A con filtro con N=3, 31, 101, respectivamente (ver y. 4
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Para mostrar como afecta el nivel de filtrado, mostramos las primeras derivadas de
las curva de transmitancia con diferentes valores N (figtgaDi E, F). Si N=3 (M=2), se
observauna derivada aun con mucho ruido, el cual disminuye al aumentar el N (fi§ura 4
D).

En el caso de un N=101 (M=50), las curvas estarian filtradas en exceso,

desplazando a la derecha el valor maximo de las primeras derivadas, ademas de disminuir
su ampliud. Para este trabajo se utilizé un N=31 (M=15), que no afecta sustancialmente la
forma de la sefal registrada y entrega unas primeras derivadas con menos ruido.
La permeabilizacion de los glébulos rojos se cuantifico con dos variables: la velocidad de
incremento de la transmitancia (pendiente de la curva de transmitancia en un punto
posterior a la aplicacion de los pulsos, es sefialado con un circulo) y la transmitancia a los
400 6 500 s del registro.

Al aplicar los pulsos eléctricos se observa un efectoicadl que lleva a una
disminucién de la transmitancia, debido a que se generan burbujas en el medio de
incubacion (MIl) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM THKCI, pH 7,4 y estas
dispersan la luz al ser agitadas. Por esta razon el valor de la velocidadedeento de la
transmitancia (VIT) debe ser elegido en un tiempo posterior a la aplicacion de los pulsos
eléctricos, cuando ya las burbujasydra desaparecido de la suspension celular. La
transmitancia y la velocidad de incremento de la transmitanciarsdizadas con la prueba
t-student para establecer si hay diferencia estadistica de los valores promedio de

experimentos independientes.
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5. RESULTADOS

5.1 EIl disefio y la construccion de la celda de electroporacigncon
agitacion de la suspension de células, sensores de transmitancia y
dispersién de la luz, ysensor infrarrojo de temperatura

Paramonitorear en tiempo real la permeabilizacion de las celfaslisefiada la celda de
electroporacion con un montajeegtiene incorpor@do un emisor Iger de luz (LED) con

una longitud de onda de 650 nm y unos sensores deRUA01lque permiten registrar en
tiempo real la luz de transmitancia (a), la luz dispersada a 90° (b) y a 135° (c), como se
indica en la figura 4, A.

Esta configuracion nueva de la celda del electroporador, construida segun varias
modificacionesy presentad@&n respuesta a los requerimientos de la Superintendencia de
Industria y Comercio (Colombiagt on respecto a | a pat@nte apr
de Muestras Bi ol - gi 013 sEstas(mbdificaciands lqartagube@r t i z 2
del electroporador (mencionad&sarriba como la celda de electroporacién), permiten que
se pueda medir la relacion entre la transmitancia y la dispersién de @ Ide la
fluorescencia, usando uno de los canales designados para medir la dispersién de la luz).

Ademas, la celda de electroporacion permite el monitoreo de la temperatura con un
sensor infrarrojpque es mas rapido en respuesta que los termistoresgensita estar en
contacto con la suspension celular (figurd, A y B). La celda también tiene un agitador
magnético incorporado y una camara termostatada que esta en contacto con una de las
paredes de la electrocubeta (figurd, &).

En la figura 51, B y C, se indican los mddulos del sensor de luz a 0° y 135°, que
albergan los circuitos de amplificacion de las sefiales. El moédulo que contiene el sensor a
90° y su circuito de amplificacidon no se observa, porgue esta ubicado en la parte inferior de

la cdda de electroporacion.
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Figura 5-1. La celda de electroporacié@ i Esquema general: El circuito de control
permite programar las caracteristicas de los pulsos; el circuito de disparo aplica los pulsos
eléctricos desde la fuente de alto voltaje a la electrocubeta; la combinacién del LED con los
tres sensores de luz (doliodos), permite monitorear en tiempo real la transmitancia (0°) y

la dispersién de la luz a 90° y 135° de la suspensiéon celular, usando un sistema de
adquisicion de datos i indica la luz de transmitancia (0%),y c i indica la luz de
dispersion a 90% 135°, respectivamentd8 y C i Fotografia de la portacubeta del
electroporador (de la celda de electroporacién). Se indica la ubicacion del sensor de
temperatura, los médulos del sensor de luz a 135°, el LED y el médulo del sensor de luz de
transmitana@.

Todos los modulos se adhieren a la estructura de aluminio de la celda con tornillos
de nylon. La conexidn eléctrica de la electrocubeta con el generador de pulsos eléctricos de
alto voltaje se realiza a través de un contacto fijo y otro movil el eudésplaza con un
tornillo para garantizar una buena conexion. La estructura en aluminio, tiene una camara

para el ingreso del agua termostatada, la cual esta en contacto térmico con uno de los
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electrodos, con una pared de la electrocubeta. El tornillospgorte hecho en polietileno
de alta densidad y la estructura en aluminio, fueron disefiados con el software Solid Edge.

5.1.1 El agitador magnético de lasuspension de células en leelda de
electroporacion

El sistema de agitacion consta de un modductor y su control de velocidad basado en un
integrado 555. El circuito impreso se disefié con el programa Eagle. La velocidad del motor
cambia, al dutyoided fdeaunalsdé&fal PWM gener ada
esta conectada a la pueda transistorlRL540 (figura 52). El voltaje aplicado por el 555

al transistores suficiente para conmutar el transistor, ya que las referencias que empiezan
por las siglas IRL tienen un voltaje de cierre del transistor de 5 V, mientras que las

referencas clasicas que empiezan por IRF el voltaje de cierre del transistor e2@&' 10

v _‘Ilr_—igg' MOTOR REDUCTOR |

1kQ
4 8
7 =]
w
y . g|F¢
6 v 3 —
2
1 5
10nF
=T

Figura 5-2. El circuito del controT de velocidad del motor del agitador magnético basado en
un integrado 555.

Para evitar que el agitador interfiera en la mediciormdehsmitancia y de la dispersién de
la luz, el motor reductor debe ubicarse a una altura que permita que el agitador este como
minimo a 5 mm por encima de la base de la electrocubeta, ya que la luz del LED cruza la

suspension celular por debajo de laigios del agitador.

p o
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5.1.2 El disefio del sistema o6ptico para la medicion en tiempo real de la
transmitancia (0°) y de la dispersion de la luzla 90° y 135} en la
suspension celular

El monitoreo de la permeabilizacion de las células vivas se obtagistrando la
transmitancia o la dispersion de la luz. Para esto se construy6 un sistema de adquisicion de
datos con dos tipos de circuitos de amplificacion de sefiales. Para la medicion de la
dispersion de la luz a 90° y 135°, se utilizaron sensores ARJud®tieneénternamente un
amplificador operacional integrado con un voltaje de oscuridad de 7,5 mV. Para la
medicion de la dispersion de la luz es necesaria una segunda etapa de amplificacion, pero
con este voltaje de oscuridad, la sefial amplificadari@staturada. Para evitar este
problema, se conecto la salida del OPT101 a un amplificador 741 en modo seguidor de
voltaje, para bajar el voltaje de oscuridad de 7,5 mV a 1 mV, al regular el offset del
amplificador por medi o destaconecmaotceno anidivipoet r o d
de voltaje entre el pin 1 y 5. Luego, se amplifica la sefial con un amplificador operacional
OPO07 (figura 53).

0.1pF Ve 1.2kQ 100kQ)
T lf
[

3pF

I
TMQ
AN

Figura 5-3. El circuito de amplificacion de sefales de los sensores que reciben la luz de la
dispersién a 90y 135°.

Para la medicion de la transmitancia de la luzosstruy el sensor OPT101 sin necesidad
de otras etapas de amplificacién, debido a que la intensidad de la luz es mayor comparado

con la intensidad de la luz dispersada (figug.5
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\ <

Figura 5-4. El circuito de amplificacion de la sefial del sensor que recibe la luz de
transmitancia.

Fuente dual de voltaje de los medidores de transmitancia, dispersion de la luz y
temperatura:Para la alimentacion de los amplificadores se utilizé una fuentdfapaa

5-5), donde su primera etapa reduce el voltaje de la red eléctrica y lo rectifica con un puente
de diodos, a los cuales se le conectaron filtros capacitivos e inductores de modo comun,

para filtrar ruidos provenientes de la red eléctrica.
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Figura 5-5. La fuente dual de voltaje para la alimentacion de los medidores de
transmitancia, de dispersion de la luz y de temperatura.
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En la siguiente etapa de la fuente dual, se utilizan reguladores de voltaje 7805 y 7905, para
obtener la alimentaciéred V y-5 V. Se dispuso a la entrada de los reguladores de voltaje,

una serie de capacitores de 2200 ¢F, 470 ¢F
voltaje. A la salida de los reguladores de voltaje se utilizaron filtros capacitivos de tantalio

de 0,1 eF, 1 eF y 10 ¢F.

Sistema de adquisicion de datos:las sefiales analogas de la medicion de la transmitancia

y de la dispersién de la luz a 90° y 135° en la suspension celular, se les realiza una
conversion digital, utilizando una tarjeta de dedirrédrduino UNO. Para mejorar la
resolucion, se reduce el voltaje de referencia en la conversion analoga/digital de 5 V a 3,8
V, y se programa cada valor digital como un promedio de N mediciones, que se envia cada
250 ms al PC. Con LabVIEW se realiza umagramacion para tener una interfaz gréfica

de las mediciones de las sefialesddos sensores y generar unos archivos de registro que

permitan guardar la informacién en forma digital (ver anexo A.4.1).

El efecto de la generacién de burbujas de gas esudperficie de los electrodos al aplicar

pulsos eléctricos

Un efecto que generalmente ocurre desapercibido en las cubetas de electroporacion es la
generacion de gases que se producen en los electrodos y ascienden muy cerca a la
superficie de estos. Es @due este fendmeno pase desapercibido porque la evaluacion de

la electroporacién de células no se realiza en tiempo real, y ademas, normalmente no se usa
agitacion. En nuestro caso monitoreamos la permeabilizacién dgldbsilosrojos (GR)

en tiempo real, midiendo la transmitancialaléuz, pero esta medicion estfectada por la

luz dispersada por las burbujitas de los gases liberados desde los electrodos, incrementada
por la agitacion. En la figura® A y B, se muestra qua aplicar 10 pulsos bimonopolares

(BMP) a los 50 sdel inicio del registro, la generacion de burbujitas disminlaye
transmitancia de la lug dicha disminuciérdependera de si el agitador esta ubicado en la

superficie del anodo o del catodo. La mayomilsicion de la transmitancia se presenta
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cuandoel agitador egtgirando sobre la superficie del electratkegativo(figura 56, A 'y

B, curva b. Polaridad 2). Esto se debe a que la mayor generacion de burbujas de gases se
produce en esta superficie, ya agurela electrolisis, el volumen de hidrogeno produ@do

el catodoes dos veces mayor que la cantidad de oxigeno producido en el anodo (Yuvaraja
and Santhanaraj, 2014)a disminucion de la transmitancia es independiente de si se utiliza

el medio de incucion (MI) (150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrHACI, pH 7,4) 6 el

medio de lavado (ML) (150 mM NaCl, 5 mM T44ClI, pH 7,4).

10 Pulsos 10 Pulsos
BMP50p3x2l A BMPSOpstl B
100 100 1 —
Medio de Medio de
— lavado — incubacion
®° R
o 80 @ 80
] o
c c
3 ol
Z £
@ 60- @ 60
72§
[ I [
0 50 100 150 0 30 100 150
Tiempo (s) Tiempo (s)
Pulsos c Pulsoi D
100 —- 100 - ~
Medio de Medio de
—_ lavado — incubacion
b X
T 80 Polaridad 2 © 80 Polaridad 2
‘© ‘o
c c
o) 8
k= mBMP 50 ys x 2, 10 pulsos '€
% 60 mBMP 50 us x 2, 5 pulsos % 60
= mBMP 25 us x 2, S5pulsos =
MW BMP 10 ps x 2, 12 pulsos
40 4
0 50 100 150 0 50 100 150
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 5-6. Generacién de burbujas de gas en la superficie de los electrodos al aplicar
pulsos eléctricos bimonopolares (BMP) con diferente tiempo total de aplicacion de los
pulsos= 0, ¥4 =tg manitoreado por el cambio en la transmitancia de la luz de 650
nm a través del medié y Ci en un medio de lavado (ML) de 150 mM NaCl, 5 mM Tris
HCI, pH 7,4,B y Di en un medio de incubacion (MI) de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5
mM Tris-HCI, pH 7,4. Los plsos eléctricos de frecuencia 5 Hz son de polaridad 1 y
polaridad 2, como se indica &k aplicados a la electrocubeta de 4 mm. Cada curva
representa un promedio 8ecurvas independientes obtenidas el programa LabVIEW.
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En la figura 56, C y D, se tiliza la ubicacion del agitador en la cual se produce una mayor
disminucién de la transmitancia (polaridad 2). Al aplicar los pulsos BMP con tiempos total

de aplicaci-n de | os pulsos de 1000 es, 500
de 500l asdisminuci-n de | a transmitancia no
Este es una de las razones por las cuales los regimenes de electroporacion elegidos para
este trabajo no exceden un tiempo total de 5

Formacion de agregados de glébulos rojos al aplicar pulsos eléctricos.

En este trabajo mostramos que al aplicar 5 pulsos eléctricos bimonopolares (BiViP) de

25 tgs, 25=¢ed, ¥ €s a una suspensi-n de GR con
unos pocos segundos un aumento en la transmitancia de la luz, que no se debe a la
permeabilizacion de los GR, ya que estas caracteristicas de pulsos son insuficientes para
permeabilizar las células (figura7s A; figura 58, A). El aumento de la transmitan@a

debido a la formacion de agregados de GR, que se observan a simple vista en la
electrocubeta. Los agregados de GR no se observan si los pulsos aplicados son bipolares
(BP) (figura 57, C y D; figura 58, B), este resultado permite especular que logyados

son ocasionados por los iones de aluminio liberados desde los electrodos y que en el caso
de los pulsos BP se ha reportadothik et. al 2001b), que para este tipo de pulsos hay una
reduccion de la contaminacion electrolitica, siendo significatiméenenenor que la
contaminacion en caso los pulsos BMP. Es probable que en muchos de los experimentos de
electroporacion, realizados con electrocubetas comerciales, se presente contaminacion
i6nica. Los efectos biolégicos de los iones de aluminio liberatloante descargas
eléctricas no se suele reportar, porque el estudio de la eletropermeabilizacion de células no

se realiza nanalmente con agitacion magnétitiaen tiempo real.
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Figura 5-7. Formacion de agregados de globulos rojos (GR) al aplicar peléosicos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BP), monitoreada por el cambio en la transmitancia

la luz de 650 nm a través de la suspension de lI0AGR pulsos BMPy C i 5 pulsos BP

conty= 2 5tz3=¢ 2,5t sQ, B X pulsos BMPy D1 10 pulsos BP comy = 50

estz= 50tbxsQ, 4 es. Hematocrito 0,2% en el me d i
0,5 mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (+EDTA) 6 en el medio de lavado de 150 mM
NaCl, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (EDTA). Los pulsos eléctricos deecuencia 5 Hz fueron
aplicados a la electrocubeta de 4 mm, con polaridad 1 (fig@jaGada curva representa

un promedio de 3 curvas independientes obgéstidn el programa LabVIEW.

Los agregados de GR por contaminacién electrolitica de alumirpoesenta cuando se
aplican pulsos a través de electrocubetas tanto de 2 mm (2500 V/cm) como de 4 mm (1250
V/cm) de separacion entre electrodfiguras 5-7 y 58, 1EDTA). Esto quiere decir que la
reduccion del campo eléctrico no soluciona el problema de agregacion de IF#a@R.
evitar la agregacion de los GR rojge adiciondal medio de incubaciob 00 ¢ M EDTA
tetrasddico para capturar iones del aluminio liberados enedio desde los electrodos,
evitando la agregacion de los GRg(ras 57 y 58, curvas +EDTA Sin adicién de

EDTA, la apariencia de la suspension es translucida y con agregados, mientras que en
presencia de EDTA la suspension de los GR dispersa léidurag 5-7 y 58, fotografias

de la suspension de los GR con y sin EDTA&)nque la quelaciéon con EDTA de los iones
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de aluminio liberados debido a la electroporacién se pudo lograr con 0,2 mM de EDTA
este trabajo se sobreestierdtodos los experimesg en 0,5 mM.

100~_*GR 3 A o 100_ *GR B
= 80- = 80-
© 1 © 1
(&] i (8] N
E 60, GR agregados E 60,
EJ 407, 5Pulsos % 407, 5Pulsos
S o0 BMP 25 ps S 20 BP 25 us
= v +EDTA = ] v -EDTA
0 e e 0 ) S G I +EDTA
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 5-8. Formacion de agregados de glébulos rojos al aplicar pulsos eléctricos,
monitoreada por el cambio en la transmitadeida luz de 650 nm a través de la suspension

de los GRAT 5 pulsos bimonopolares (BMPRBi 5 pulsos bipolares (BP). Hematocrito

0,2% en el medio de incubacion de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mMHTk pH 7,4

(+EDTA) 6 en el medio de lavado de 150 mM NaCl, 5 mM-H@&, pH 7,4 (EDTA).

Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplgada electrocubeta de 2 mm, con

polaridad 1, tiempog = 2 5t3=¢ s2,5t,=¢ sO, 4 ¢ s. Cada curva repr
de 3 curvas independientes obtesicon el programa LabVIEW.

En la tabla EL se presenta un resumen de los resultados deglasdi57 y 58. Al
aplicarse 10 pulsos BMR. (= t3 =50 ps,t> = 0,4 us) con un tiempo total de 1000 ps a la
suspensiéon de GR sin EDTA, en electrocubetas de 4 mm de separacion entre electrodos
(1250 V/cm), la transmitancia de la luz a los 200 s poster{@teo) es de alrededor de 10

veces mas que en un medio con EDTA. La agregaciéon de los GR es menor, si el tiempo
total se reduce a 250 ps (5 pulsos BMIR; t3 =25 ps,t> = 0,4 ps), siendo 1@200 5 veces

mas que en un medio con EDTA.
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Tabla 5-1. Formacién de agregados de las células de glébulos rojos al aplicar pulsos
eléctricos, monitoreada por el cambio en la transmitatecla luz de 650 nm a través de la
suspension de los GR. Hematocrito 0,2% en el medio de incubacion de 150 mM NacCl, 0,5
mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (+EDTA) 6 en el medio de lavado de 150 mM NacCl, 5
mM Tris-HCI, pH 7,4 (EDTA). Los pulsos de la frecuencia 5 Hz, de la polaridad 1 (figura
5-6). To00- Transmitancia final a los 200 s. (n=3).

Tipo de pulso T 200, %
E _ O,qus Electrocubeta TEDTA EDTA

BMP | 10 pulsos| t1 = t3 =50 ps 4 mm 7,7£0,6 | 79,9+ 6,0 (1038%*)
5 pulsos | 2 = ts =25 s 4 mm 7,9+0,5 | 459+ 25 (581%*)
2 mm 7,2+0,8 | 81,7+5,9 (1135%*)

BP | 10 pulsos| t1 = t3 =50 us 4 mm 7,7£0,4 8,0+ 0,4(104%)

5 pulsos | t = t; =25 s 4 mm 8,0+ 0,6 7,6+ 0,1 (95%)

2 mm 6,2+0,3 6,4+ 0,1 (103%)

* -p<0,05-EDTA con respecto a +EDTA

Si los pulsos eléctricos aplicados son BP, independiente de la intensidad de campo eléctrico
o del tiempo totabde los pulsos, la contaminacion electrolitica es meKotn{k et al.,
2001b) por lo cual no hay diferencia estadistica de la transmitancia a los 200 s entre

suspensiones de GR con presencia o0 ausencia de EDTA tetrasédico-{fabla 5

Formacion de agregdos de células de glébulos rojos por adicion dé&Al

Para reafirmar que los iones de aluminio son los causantes de la agregacién de los GR y no
es por electrocoagulacion, se adid@ulfato de aluminio sin aplicar pulsos eléctricos. En

la figura 59 seobserva que en presenda iones deAl®*, en un medio de incubacion
fisiolégico sin EDTA, con agitacion constante, se desarrolla en el tiempo un aumento en la
transmitancia de la luz que corresponde a la agregacién de los GR.
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Figura 5-9. Formacion de agregados de glébulos rojos por adicion de alunihit), (
monitoreada por el cambio en la transmitadeida luz de 650 nm a través de la suspension
de los GRAi Adi ci - n deAl®2 BiOAdsiM iden deAl®s Betnatacritb d e
0,2 %en el medio de incubacién de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM-Hi@$, pH
7,4 (+EDTA) 6 en el medio de lavado de 150 mM NaCl, 5 mM-Hfd, pH 7,4 (EDTA)
en la electrocubetas de 4 mm. Cada curva representa un promedio de 3 curvas
independientes obteradcon el programa LabVIEW.

Si el medio de incubacion coetie un quelante deionescob®@ 0 € M EDTA, se evi
completo la agregacion de los GR, independiente de si la concentracién de los iones de
aluminio es200e M - 4 0LA transMitancia de la luegistrada a los 200 s es de

alrededor de 8 veces mayor para la suspension de GR en un medio de incubacion sin EDTA
(tabla 52). En presencia de EDTA (figura®, no hay variacion en la transmitancia, la

cual se mantiene en alrededor de 8 % durante @s 2@l registro (tabla-3).

Tabla 5-2. Formacion de agregados de las células de glébulos rojos por adicion de
aluminio (AI®*), monitoreado por el cambio en la transmitaneida luz de 650 nm a través

de la suspension de los GR. Hematocrito 0,2 % en el medio de incubacién de 150 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TriHCI, pH 7,4 (+EDTA) 6 en el medio de lavado de 150
mM NaCl, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (EDTA) en la electrocubeta de 4mm T2go -
Transmitancia final a los 200 s. (n=3).

Concentracion de AP* T 200, %0
(UM) +EDTA -EDTA
200 7,9+0,4 64,4+ 2,0 (815%%*)
400 8,3+ 0,2 72,0+ 2,3(867%%*)

* -p<0,05-EDTA con respecto a +EDTA

En resultados de experimentos previos de electroporacion de GR en un montaje

experimental sin agitador magnético, no se observaba la agregacion de GR en una
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suspension sin EDTA, durante un tiempo de registro de la transmitancia de la luz menor a 5
minutos.Al parecer la agitacion constante de la suspension celular acelera la formacion de
los agregados de los GR y en ausencia de EDTA, en menos de 300 s ya se han agregado los
GR (figura 59).

En ausencia de agitacion este efecto se desarrolla lentamerggrgdacion de los
GR si se produce, pero exponiendo la suspension de los GR a un mayor tiempo. En la
figura 510 se observa que la agregacion de los GR se presenta en un tiempo de 60 minutos,
para cualquiera de las tres concentraciones de iones de al(@d@io 400 -AI*8,00 &M
siendo méas pronunciado p&e 0 At*Mfigura 510, B, C, D). Para el control al cabo de
una hora no se observa agregacion de los GR, pero se ven marcadas dos fases debido a la
precipitacion de los GR (figura]SO A).

Control +200 pM A|3* +400 pM AP +800 uM A%
0 minutos | l ' |
30 minutos i l I ' I
60 minutos | ‘ ‘

Figura 5-10. Formacién de agregados de glébulos rojos (GR) por adiciéon de aluminio

(AI®") en un tiempo de 0, 30 y 60 minutéematocrito 0,2 % en el medio de lavaiti ()

de 150 mM NacCl, 5 mM Tri$lCl, pH 7,4.A T Control: Suspension de GR en el MR.T
Sspensi-n de GR en el ARMLCicSuspensiod decGRenmelMLe 200
con adici -A. DieSudsOple nessM - n de GR en eW*ML con a
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5.1.3 El disefio del dispositivo de medicion de temperatura de la
suspension de célulason el sensor infrarrojo

Anteriormente, para el monitoreo de la temperatura de las suspension de los glébulos rojos,
usabamos un termistor NTC 10K. Sus ventajas son el tamafio pequefio y el bajo costo, pero
tiene desventajas como una constante de tiempuocgtide hasta 15 s. Como los cambios

de temperatura de los medios electroporados se dan en tiempos menores a los de la
constante térmica del termistor, la medida olokzm@s inferior al valor real d@mbio de la
temperatura. Como ejemplo, mostramos lavaudel cambio de la temperatura (con el
sensor termistor NTC 10K) debido a 10 pulsos eléctricos BMP 6 BBrcars tz = 50 s,

t2= 4 pus a una frecuencia de 1 Hz, aplicados al medio de incubacion, donde el incremento
de la temperatura es de alrededor de 2 °C (figtkd)5la cual es alrededor de tres veces
menor que el cambio maximo de la temperatura medida con un sensor infeario®

mismas condiciones (tabla3j.

34 Electrocubeta con A 3- B
| separacion de 2 mm
gi 2 8 2
3 3
1- 1
0- 0
i 1‘10 Pulsos BMP | 1l10 Pulsos BP
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 5-11. Mediciéon del cambio de la temperatura con el termistor NTC10K por la
aplicacion de pulsos eléctricadnts = 50 38 s 50t =<4 ps.A - 10 pulsos
bimonopolares (BMP)B - 10 pulsos bipolareBP). Los pulsos de 570 V de frecuencia 1

Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm con un medio de incubacién de 150 mM
NaCl, 5 mM TrisHCI, pH 7,4. Cada curva representa un promedio de 5 curvas
independientes obteradcon el programa LabVIEW.

Debido a esto, fue usado un sensor infrarrojo de temperatura, que tiene una respuesta
rapida. Dentro de la amplia gama de sensores infrarrojos Melexis, se eligio el
MLX906014ESFB C F , donde uno de | os par8metros 1 mp
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un angulosdlido donde la sensibilidad del sensor es mayor a 50 % (Melexis Data Sheet,
2019).El sensor registra la temperatura promedio de un area de diametro S, a una distancia

D entre el sensor y el objeto medido (figurd 2 ) . En nuestro Otklmso part
distancia S es 2 mm y la distancia D debe ser inferior a 1,14 cm, segun la ecuacion:
Y ¢O0 WEjC (5-1)

El sensor se conecta a la tarjeta de desarrollo Arduino, en los puertos analdgicos A4 y A5,
desde los pines del sensor SDA y SCL, respamente, como se muestra en la figuk2S
A.

A Sensor IR B
MLX906014
'y
33V
Sensor IR
G MLX906014 a
=
4 3 D
= I . .2_
SCL SDA
v —— S—»
W
A5 A4
Tarjeta de
desarrollo
Arduino UNO
Sensibilidad
100%
50% !
Campo de
- .- vision a
> ——rC

Figura 5-12. Conexion y caracteristica del campo de vision del sensor infrarrojo de
temperatura MLX906014A i Conexién del sensor IR a la tarjeta de desarrollo Arduino

UNO, que realiza el envio de datal PC.Bi Campo de visi-n U del
temperatura.



48

Este sensor envia informacion al microcontrolador por medio de un protocolo 12C. Para
hacer uso de este protocolo se utilizo la libreria de coédigo abierto para dispositivos
MLX906014 de la emmsa Adafruit Industries, el cual permite reportar una medida de

temperatura del ambiente y una medida de temperatura del objeto.

Monitoreo de la temperatura del medio de incubacién de 150 mM NaCl, 5 mM-HGS,

pH 7,4 (MI) debido a la aplicacion de pulseeléctricos.

Para asegurar que los regimenes de pulsos eléctricos utilizados en este trabajo, no generen
un exagerado aumento de la temperatura que dafien los glébulos rojos, se registro el cambio
de la temperatura en el medio de incubacién (Ml). Se aplicaron pulsosdpoiares y
bipolares de 5 Hz de frecuencia con diferente tiempo total de aplicacion de los pulsos y un
tiempo de separacion entre mono pulses0,4 ps(figuras 513 a 515). Fueron utilizadas

electrocubetas comerciales de 2 y 4 mm de separaciéreunedos.

Efecto del agitador magnético en la medicion del cambio de la temperatura del medio de
incubacion 150 mM NacCl, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 (MI) debido a la aplicacién de pulsos
eléctricos.

Al aplicar los pulsos eléctricos al medio contenido en la electrocubeta, el aumento de la
temperatura monitoreada es diferente si hay o no agitacién. Las curvas del registro del
cambio de la temperatura por la aplicacion de 10 pulsos eléctricos bipolaresealio de
incubacion (M), indicamueel pico maximo decambio de la temperatues mayor en la
muestrasin agitaciémjue cuando hay agitacién y tienen diferencia estadistica significativa

ver abajo (figura 8.3).
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Figura 5-13. Cambio de la temperatura por la aplicaciéon de 10 pulsos eléctricos bipolares
(BP) con un tiempad: = 50 ps,ts = 50 ys yt2= 0,4 ps en el medio de incubacion de 150
mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TridHCl, pH 7,4 MI). a- Sin agitacion.b- Con
agitacion. Losl0 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de
2 mm. Cada curva representa un promedio de 5 curvas independientes obtenidas con el
programa LabVIEW.

Cambio de la temperatura del medio de incubaciénl@d® mM NaCl, 5 mMTris-HCI,
pH 7,4(MI) debido a la aplicacion de pulsos de diferente tiempo de aplicacion total.

Como se desea conocer el cambio de temperatura maximo, se estimo la situacion mas
desfavorable, por lo cual todos los resultados reportados de temperatunadidas sin
agitacion (figuras 84 y 515).

Independiente de si se aplican pulsos eléctricos bimonopolares o bipolares al medio
de incubacion, el cambio maximo de la temperatura es igual si el tiempo de aplicacion total
de los pulsos eléctricos es el mis debido a que en ambos tipos de pulsos eléctricos se
aplica la misma cantidad de energia. El aumento de la tempdefeeto Jouleps mayor
cuando se utilizan electrocubetas de menor separacion entre electrodos, debido a que la

resistencia del medidisminuye, por ser proporcional a esta longitud (figuizp
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Figura 5-14. Cambio de la temperatura por la aplicacion de pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) de diferentes tiempos de aplicacion total (250 ps,
500 ps, 1000 us)A T pusos BMP yB 1 pulsos BP aplicados a electrocubetas de 2 @im.

i pulsos BMP yD 1 pulsos BP aplicados a electrocubetas de 4 awl0 pulsosfi = 50

psS; t3 =50 ps,t2= 0,4 psb - 5 pulsosts = 50 ps;tz = 50 ps,t2= 0,4 ps.c - 5 pulsosf: = 25

us, tz3 = 25 us,t2 = 0,4 ps. Los pulsos de frecuencia 5 Hz fueron aplicadosedio de
incubacién 1) de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrdClI, pH 7,4 Cada curva
representa un promedio de 5 curvas independientes ddeaitel programa LabVIEW

El caso méas extremo de aumento de temperatura, seria cuando se apliquen 10 pulsos
eléctricos BMP 6 BP con un tiempo total de aplicacion de pulsos de HO@0una
separacion entre electrodos de 2 mm, alcanzando un cambio de la temperatura de alrededor
de 6,2 °C. En todos los experimentos realizados con suspensiones de GR, se configuraron
todas las caracteristicas temporales para un tiempo de aplicacion total de pulsos de 500 ps,
por el cual la temperatura en la suspension de GR aumente sélo hasta 4i0&agditacion

(tabla 53).
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Tabla 5-3. Cambio de la temperatura por la aplicacién de pulsos eléctricos bimonopolares
(BMP) y bipolares (BP) de diferentes tiempos de aplicacion total (250 ps, 500 ps, 1000 us)
al medio de incubaciénMl ) de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrdCl, pH 7,4

(n=5). Frecuencia de pulsos es 5 Hz.

Tlemp_o tof[‘rfll Caracteristicas de los o Tax, °C, o Fuax, °C,
de aplicacion | = I I
de los pulsos pulsos,t2= 0,4 us | electrocubetas 2 mm| electrocubetas 4 mm
10 pulsosMP 6,28 + 0,15 4,91+0,31
t1 = 50 ps,t3 = 50 Ys
1000 ps 10 pulsos BP
-5 pulsos ?MP’ 4,03+0,16 2,95 + 0,08
t1 = 50 ps,t3 = 50 ys
°00 us 5 pulsos BP
tl = 50 “S,tS = 50 “.S 4102 . 0a35 3,13 + 0,17
_5 pulsos %MP’ 2,53+0,12 1,58 + 0,08
t1 =25 pustz =25 ps
250 us 5 pulsos BP
tl =25 uslts =25 IJS 2145 * 0512 1,53 + 0,07

Cambio de la temperatura del medio de incubacion (M) mM NaCl, 5 mM Tris
HCI, pH 7,4debido a la aplicacion de pulsos eléctricos defrtpo total de 500 ps.

El pico del cambio maximo de temperatura se desplaza hacia la derecha cuando los 500 ps
del tiempo total de aplicacion de los pulsos se distribuye en un nimero mayor de pulsos, o
seacuando la totalidad de los pulsos se entregan en un lapso mayor de tiempo. Teniendo en
cuenta que la frecuencia de los pulsos es de 5 Hz, los picos del cambio maximo de
temperatura para los diferentes tipos de pulso estan aproximadamente adqmubss

=t3=50 u9, 2 s (L0 pulsost1 =t3=25 u9 y 5 s (25ulsos t; = t3 =10 us) figura 515).
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Figura 5-15. Cambio de la temperatura enmeédio de incubacion de 150 mM NacCl, 0,5

mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 MI) por la aplicacion de pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) y bipolares (BE)n un tiempo de aplicacién total de pulsos de 500

bs, to= 0,4 ps.a- 5 pulsost:s = 50 ps,tz = 50 ps,b - 10 pulsost: = 25 ps,tz3 = 25 ps,c- 25

pulsos,t1 = 10 ps,ts = 10 pus. Con frecuencia 5 Hz. Electrocubetas de 2 6 4 mm de
separacién entre electrodos. Cada curva representa un promedio de 5 curvas independientes
obtenidcascon el programa LabVIEW.

Si se aplican 5 pulsos eléctricos BMP 6 BRude tz = 50 us, los pulsos se entregan en 1
segundo y el cambio de temperatura maximo en el caso mas extremo aumentaria 4,03 °C
(electrodos con 2 mm de separacion), pero si se aplican 25 pulsos BMP & BRye 10

us, los pulsos serian entregados en ungeehe 5 segundos y el cambio de temperatura
maximo seria 2,4 °C (tabla4). Esto quiere decir que en la segunda situacion el entregar
los pulsos en un lapso de tiempo mayor, permite que los electrodos disipen méas calor
durante los 5 segundos que duransedundo, registrando un valor maximo de temperatura

menor.
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Tabla54.Cambi o de | a t e mfggeanalmadio de incudaciondlg de( T
150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrsICl, pH 7,4 por la aplicacion de pulsos
eléctricos bimonopolares (BMR)bipolares (BPRa 5 Hz con un tiempo de aplicacién total

de pulsos de 500 ps = 0,4 us. Electrocubetas de 2 6 4 mm de separacion entre electrodos.
(n=5).

Caracteristicas de los pulsos, e e
tiempo total de aplicacion de P Tnax, C,Zer:]ercr:]trocubetas P Tax, C;lerlner(r:ltrocubetas
los pulsos = 500 ugd,= 0,4 us
5 pulsos BMP 4,03 +0,16 2,95 + 0,08
t1 =50 ps
t3=50 ps BP 4,02 +0,35 3,13+0,17
10 pulsos BMP 3,04 +0,17 1,74 £ 0,17
t1=25ps
t3 =25 ps BP 3,04 +£0,12 1,72 £ 0,06
25 pulsos BMP 2,44 + 0,07 1,55+ 0,15
t1=10 us
t3=10 ps BP 2,41 +£0,17 1,52 + 0,07

En la tabla 54 se observa en general que se presenta una mayor disipacion del calor en los
dos tipos de electrocubetas, cuando el lapso de tiempo durante el cual se entregan los pulsos
eléctricos es mayor. Aunque el aumento de temperatura es menoregtn@cebetas de 4
mm de separacion entre electrodos, en los experimentos con las suspensiones de GR se
utilizan las electrocubetas con 2 mm de separacion entre los electrodos para obtener un
mayor campo eléctrico aplicado (2500 V/cm).

En todo caso, el imemento de temperatura del medio de incubacién por la
aplicacién de % 10 pulsos eléctricos, de las caracteristicas usadas, es poco significativo

para relacionar la permeabilizacion de células con efectos térmicos.

5.2 El disefio y la construccion del gnerador de pulsos eléctricos de alto
voltaje

Los equipos electroporadores son utilizados en la transfeccion genética, en la introduccién

al interior de las células de sondas fluorescentes, enzimas, drogas y antiddabeosdt
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al., 2013, también parda inactivacion biol6gica de patdgenos y en la extraccion de
sustancias citosolicas, por ejemplo en la aceleracion de los procesos de fermentacion del
vino (Ozturk and Anli, 2017)En el mercado es comun que los equipos de electroporacion
sean de una uracpolaridad, ya sean de pulsos de forma cuadrada o de caida exponencial.
Con la intencién de estudiar los efectos sobre las biomembranas biologicas de diversos
tipos de pulsos eléctricos, con el fin de obteaekectos la permeabilizacion eléctrica
reversilbe, disefiamos y construimos un equipo electroporador que permite obtener pulsos
eléctricos monopolares, bimonopolares y bipolares, con el control sobre variables como el
tiempo de los mono pulsos § t3), el tiempo entre mono pulsos eléctricos (desde0,4

€s) , |l a frecuencia y el nY“mer o de pul sos
construido, en conjunto con la celda de electroporacion modificada (la portacubeta del
electroporador) con el sistema de medicion en tiempo real de la temperktu
transmitancia y de la dispersion de la luz, nos permiti®6 monitorkar
electropermeabilizacion y la permeabilizacion sinérgica de las células, aplicando pulsos
eléctricos de distintas caracteristica en presencia de varios péptidos policationicos.

El generador de pulsos eléctricos de alto voltaje esta constituido por un circuito de
control, una fuente de alto voltaje y un circuito de disparo (figut&)5EIl circuito de
control permite programar las variables temporales de los pulsos eléctricdpy éé
pulso que entregara el electroporador.

El circuito de disparo se encarga de aislar eléctricamente al circuito de control y
amplificar sus sefiales de 5 V a un voltaje de 15 V, que es necesario para conmutar los
transistores de potencia del circuidel puente H, permitiendo que haya un flujo de
corriente de la fuente de alto voltaje a través de la celda de electroporacion, en la cual se

encuentra la electrocubeta con la muestra biol6gica.

ap
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Fuente de alto voltaje

| — p— p— [— i

I t/ t — Filtro —{Transformador }—{ Filtro Multiplicador| |
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Figura 5-16. Esquema general del electroporador de muestras bioldgicas. El circuito de
control genera dos sefaley b de 5 V, que son convertidas en sefidlgsB de 15 V por

el circuito de generacion de pulsos de control del puente H, para operar los transéstores d
potencia del puente H, finalmente aplicando los pulsos de alto val&jdistintas
caractersticas a la celda de electroporacion (la portacubeta del electroporador).

Para el encendido del electroporador se debe accionar primero el interruptor 1, para
encender el circuito de control. La tarjeta Intel Galileo, usa el sistema operativo LINUX,
gue tarda en cargarse de 30 a 60 s. Luego, se enciende la fuente de alto voltaje y el circuito
de disparo con el interruptor 2. En caso de encender, por erroridosiptores en orden
contrario, se corre el riesgo de generar pulsos eléctricos espurios durante el proceso de

carga del sistema operativo.

5.2.1 La fuente de alto voltaje

La fuente de alto voltaje esta constituida por dos filtros en la entrada yda daliun
transformador TR17 que alimentan a 52 V de corriente alterna al multiplicador de voltaje
conoci do como nhos filtloal yl 2 sGnaus areegle de. inductores y
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capacitores que reduce los transitorios que se generan al encender o epagar
electroporador (figura-37).

Para el multiplicador de voltaje (figural57) se wuti |l i zaron capaci
250V (C1 a C10) y diodos 6A10 (D1 a D10) que tienen valores nominales maximos de 10
A de corriente y 1000 V. Se agreg6 al multiplicadervoltaje un banco de 6 capacitores de
4700 eF/ 450 V (C11 a C16), gue permite mar
aplicacion de los pulsos. El voltaje entregado por la fuente de alto voltaje esta dado por la

ecuacion:

| 82 5 1, 1.8
DV=—&n’+-n°- —n .
fce3 3 69 (52

dondel es la corrientef es la frecuencial es la capacitanciat es el nUmero de etapas de
multiplicacion del voltaje. Esta ecuacion es valida si la tierra es la terminal negativa del
capacitor C6. Para calcular el voltaje, en el caso que la sear&l terminal negativo del
capacitor C1, se sustituye en la ecuacién analitica del voltaje, la varipbter-1/2. Si se

desea aumentar la corriente de los pulsos relativamente cortos en la salida de la fuente, se
debe aumentar la frecuencia de la teede alimentacion o la capacitancia de los
condensadores. Para la configuracién que se observa en la fifjdrdabfuente de alto

voltaje entrega 600 V, cuando la resistencia de carga teenfieito. En el caso de que los

pulsos eléctricos se apliqua una electrocubeta que contenga un medio de incubacion, el
voltaje que cae sobre ella serd inferior a 600 V, dependiendo de su geometria y de la

conductividad del medio.
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Figura 5-17. La fuente de alto voltaje. El transformaddr17 reduce el voltaje de la red

eléctrica a 52 V. Los capacitores C1 a C10 y los diodos D1 a D10 constituyen las etapas de
mul tiplicaci-n de voltaje.
permite descargar los capacitores algapa!| equipo.

Cl1

a

Cle6

son el

Como medida de seguridad después de usar el electroporador, los condensadores pueden

ser descargados a trav®s de

una

resi

stenci

durarte 3 minutos Ademas, la fuente de alto voltaje se protegewofusible de 1 A, en

caso de un corto circuito o sobrecarga.

5.2.2 El circuito digital de formacion de pulsos eléctricos (circuito de

control)

Para el circuito de control, para formacion de pulsos eléctricos con caracteristicas

deseables, se eligid larjeta Intel Galileo, que tiene un procesador Intel® Quark SoC

a
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X1000 (figura 518), que tiene, amo posibilidad fundamental, el poseer dos puertos de

salida rapida (fastGpioDigitalWrite), que genera sefiales de 0 a 5 voltios, con una
frecuencia maxima de, 29 3 MHz , suficiente para generar p
A diferencia de las tarjetas de desarrollo de Arduino, el Intel Galileo funciona bajo el
sistema operativo Linux, esto hace necesario el uso de una tarjeta micro SD (de 2 GB a 32

GB) para elalmacenamiento del sistema operativo y la programacién del procesador (ver

Anexo A.3.1). El Intel Galileo permite controlar todas las caracteristicas de los pulsos
monopolares, bipolares y bimonopolares, a través de dos sefales deaygriirde 5 V

(figura 519). El circuito de control tiene dos dispositivos periféricos, una pantalla LCD

16x2 donde se visualiza las opciones de pulsos eléctricos e indica el inicio y fin de la

aplicacion de los pulsos, y un teclado para ingresar la elecciéon del tiptsdeléatrico.

1330mH 330 mH! 1330mH 330 mH! T . t
o ﬁﬁﬁ‘I‘UUW 2 UW'I‘UW“E‘! arieta =«
SE {o1pF Adaptador | 01 pF J 2
¥ owE= | cace | owE= | Intel
8 g : ; o Galileo [2y
1 330 mH 330 mH! | 330 mH 330 mH!
""""" Fito 3 T FRito 4

Figura 5-18. El circuito digital de formacion de pulsos eléctricos (circuito de control). La
tarjeta Intel Galileo es alimentada con un adaptador de CA/CC con dos filtros para evitar
ruidos de la red eléctrica y entrega dos sefiales dmtary b de 5 V.

Debido a la alta sensibilidad al ruido electromagnético, la tarjeta Intel Galileo se ubicé en
una jaula de Faraday y se modifico el adaptador CA/CC con un arreglo deBNi©s
(EMC: Electromagnetic compatibili}y para evitar ruidogléctricos provenientes de la red

eléctrica (figura 518).
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Figura 5-19. Sefales de contradd y b generadas por lgarjeta Intel Galileo, para la
formacion de un pulso bipolar the=tz3= 1t sl e€s, como ejempl o.

A manera de ejemplo se registenn el osciloscopio portatil ScopeMeter® 124B de la
marca Fluke, las sefiales de contof b de 5 V que entrega el circuito de control para
generar pulsos bipolares, con un tiempo de duracién de los monofpylsepd e 1 € s y un

tiempotcent re | os dos monoel9pul sos de 1 e€s (figur

5.2.3 El circuito de disparo de pulsos eléctricos de alto voltaje aplicados a
la celda de electroporacion

El circuito de disparo de pulsos de alto voltaje consta de un circuito de generacién de
pulsos @ control del puente H (figuraZl) y de un arreglo de transistores de potencia
llamado puente H (figura-82). El circuito de generacion de pulsos consta de dos
optoacopladores que aislan eléctricamente del alto voltaje al circuito de control y amplifica
las sefialeay b de 5V (figura 519) a las sefiales A y B de 15 V (figur&®), necesarias

para poner en saturacion los transistores de potencia del puente H.
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Figura 5-20. Sefiales de voltaje Ay Vg de los optoacopladorepara la generacion de un

pulso bipolardés =ts3= 1tbss]l e€s, como ejempl o.

Los optoacopladores utilizados son de referencia 1X3180 de la empresa IXYS,
desarrollados especialmente para controlar transistores de potencia y ofrecen alta velocidad,
permitiendo generar mono pul sos desde 0, 4
alimentacdn de los optoacopladores provienen de un adaptador de CA/CC, basado en un
regulador de voltaje 7815 (figurad)).

Las sefalesa y b del procesador Intel Galileo, son recibidas a través de unas
resistenci as de 51 q Cc o optoacopadoees 1X380. |IEb s pin
optoacoplador esta conectado a dos tierras diferentes, una asociada a la tierra del circuito de
control, a través del pin 3 del optoacoplador (voltajes menores de 5 V), y otra tierra
asociada al puente H y la fuente de alto yeta través del pin 5 del optoacoplador (figura
5-21).
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Figura 5-21. El circuito de generacion de pulsos de control del puente H. Los
optoacopladores 1X3180 amplifican las sefi@lgsb de 5 V a sefiales Ay Bde 15V, y
aislan al circuito de control de la fuente de alto voltaje. La alimentacién se realiza con un
adaptador de CA/CC basado en un regulador de voltaje 7815.

El circuito de puente H es una configuracion de varios transisterpstencia, que son los
MOSFETs Metal Oxide Semiconductor Field Effect TransistorlGBTs (nsulated Gate
Bipolar Transisto), que tienen la caracteristica de ser conmutados por voltaje. El circuito
del puente H (figura-22) difiere de los puentes Hisicos, en que no todos los transistores

de potencia son del tipo N. Los transistores utilizados en Q1 y Q3, son MOSFETSs tipo P,
esto evita la utilizacion de circuitos bootstrap en la parte superior del puente H, sin la
necesidad de limitarse a trabajalosa frecuencias altas de conmutacion. La limitante de
esta configuracion de puente H con MOSFETS tipo P son los voltajes maximos de trabajo
(600 V), que son inferiores a los de los transistores de potencia tipo N (1200 V). El circuito

permite, en caso nesario, usar MOSFETs de mas alto voltaje.



62

ALTO /_T?
VOLTAJE

L 1.

A R = 5 $R2 v,
n R3 | ‘ R4 -y
3Rd Rd ¢
Q1 I+ ) =l Q3
CONEXION A LA
R5 ELECTROCUBETA R6
TR " i
R7 RS
Rg 92,1 $Rd RIS L, Q4 Rio
R11 ﬁ o F R12

Figura 5-22. El circuito del puente H. Transistores de potencia: Q1, Q3 (IXTH10P60, tipo

P); Q2, Q4 (IRG4PH50U, tipo N); Q5, Q6 (16N60N, tipo N). Cuando los transistores de
potencia Q5, Q1 y Q4 entran en cond@rgcse genera un pulso de polaridad positiva. En el
caso de que entren en conduccion los transistores de potencia Q6, Q2 y Q3, el pulso sera de
polaridad negativa.

Las resistencias Rd de 200 kq paralelas a
ofrecen un camino de baja resistencia, para que las capacitancias parasitas de los MOSFETs
tipo p (Q1 y Q3), se descarguen rapidamente y pasen a no conduccién. En ausencia de
estas resistencias, Q1 y Q3 tardarian en pasar a corte y los pulsos de adtderaltégn

una caida exponencial de varios milisegundos, lo quesreceptable.Las sefiales de

voltaje A 'y B (Va y Vg) de los optoacopladores (figura2b), son las que controlan el
puente Hy pueden ser 0 V 6 15 V. Un 8k 15 V permite que los transistores de potencia

Q5, Q1 y Q4 entren en conduccion y undé 15 V hara lo mismo para los transistores de
potencia Q6, Q2 y Q3. El puente H funciona en tres combinaciones posibles. La primera es
cuando M es 15 V, mientrasug Vs es 0 V. En este caso los transistores de potencia Q5,

Q1 y Q4 entran en saturacién (conduccion), mientras que los transistores de potencia Q6,
Q2 y Q3 no conducen, esto permite que la corriente fluya en un sentido a través de la

muestra bioldgica ela electrocubeta, esto se relaciona con la aplicacion de un pulso de alto
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voltaje de cierta polaridad (figuraZ3). La segunda combinacion posible es invertir la
situacién anterior; en este caso los transistores de potencia Q5, Q1 y Q4 no conducirian, eso
implica que el \ es de 0V, mientras que los transistores de potencia Q6, Q2 y Q3 estan en
saturacion (¥=15 V). Esto permitira que la corriente a través de la cubeta fluya, pero en
sentido contrario a la primera combinacion, lo que representaria ucecaplide un pulso

de alto voltaje de polaridad contrariaa tercera combinacion es cuando @l%/Vg = 0V,

en esta situacion ninguan transistor conducira y no habria voltaje aplicado a la muestra
biologica. Existen otras combinaciones adicionales, quesenaleben permitir, porque
generarian un corto circuito de la fuente de alto voltaje, una de estas combinaciones es

cuando los transistores Q1 y Q2 estan en conduccion.

Sefal A
Sefal A
Sefial A

Tiempo Tiempo Tiempo

Senal B
Sefial B
Sefial B

Tiempo Tiempo Tiempo

Alto voltaje

Alto voltaje
Alto voltaje

Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 5-23. Forma de las sefiales de control A y B, para obt&nepulsos monopolas

(MP); B - pulsos bipolares (BPX - pulsos bimonopolares (BMP). El tiempoytts, es el

tiempo del primer y del segundo mono pulso, respectivamente. ¢ ¢l tiempo de
separacion temporal entre los dos mono pulsos.
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En todos los ensayos se monitbta forma de los pulsos eléctricos, usando el osciloscopio
ScopeMeter 124B Fluke, que permite la visualizacion y captura de la imagen de los pulsos

eléctricos por medio del programa FlukeView 2 ScopeMeter (fig@4) 5

BMP, t,=t,=50 ps, t,= 0,4 us A 1BMP, t,=t,= 50 ps, t,= 0,4 s B
600 - 600
S 5 !
5, 400+ o 400 ﬁ
s ko)
S 2001 S 200
0 — o
0 100 200 300 0 100 200 300
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< 200 < 200
Q [} il
9 G
> 200 - = 200
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Figura 5-24. Monitoreo de la forma de los pulsos eléctricos, usando el osciloscopio
portatil ScopeMeter 124B de Fluke. Pulsos eléctricos bimonopolares (BMP) y bipolares
(BP) con diferente carga eléctrica, C, E, G - Pulsos aplicados sobre una resistencia de

2 2 BgD,F, H- Pulsos aplicados sobre un medio de incubaciéon (MI) de 150 mM NacCl,
0,5 mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 en la electrocubeta de 2 mm. Los tientpdsy t3

se indican en la figura.
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A manera de ejemplo, algunos pulsos eléctricagptiearon ados cargas diferentegura

524 )una r esi st yunenedio daircubdcn (NI) de 150 mM NacCl, 0,5 mM

EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 en la electrocubeta de 2 nuon el fin de establecer la

resistencia interna de la fuente de alto voltaje y $astencia deMI. El voltaje en la

resistencia de 22 q al aplicar24|lApGE,Buyl sos el

el voltaje aplicado en el medio de incubacion es de 500 V (figarg B, D, F, H). Estas

caidas de voltaje de 5 V y 100 V rpaten estimar que la resistencia interna de la fuente de

alto voltaje es de alrededor de 1,03 q, Yy qu

400 el del medio MI, con?esn g eal rdeed ecdaadra ded e«
En resumen, utilizado las diferentes combinaciones de las sefales A y B, se pueden

generar pulsos monopolares, pulsos bimonopolares o pulsos bipolares de distintas

caracteristicas de la duracion de los pulsos, de la separacién entre el primero y el segundo

pulso (en caso daulsos bimonopolares y bipolares), la frecuencia y nimero de pulsos para

aplicar a la suspension de células (figw23%. Ademas, la fuente de alto voltaje tiene la

resistecia interna relativamente baja, aceptable para la experimentacieagla, corel

uso de medios salinos fisioldgicos en la electrocubeta.

5.3 La potenciacion eléctrica de la permeabilizacion de los globulos rojos
con peéptidos policationicos

Para estudiar la posibilidad de la potenciacion de la permeabilizacién de los GR cen pulso
eléctricos y péptidos policatiénicos, se utilizaron pulsos eléctricos que en ausencia de
péptido inducen una baja permeabilizacion de la membrana plasmatica celular y
concentraciones de péptido que en ausencia de pulsos eléctricos generan una
permeabiliacion despreciable (Lemeshko, 2013).

De esta manera, al aplicar los pulsos eléctricos BMP en presencia de un péptido, se
presenta una permeabilizacion que no es la suma de los efectos causados por los pulsos y el
péptido por separado, sino una potencia@ectrica de la permeabilizacion, un efecto

sinérgico.
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Los primeros resultados mostrados son de electropermeabilizacion de los GR en ausencia
de péptido (figura £5). Los tiempcs totalesde aplicacion de los pulsos eléctricos fueron

i nferiores a b5iAckEmeants de lactemperatu@ deglauneuested es alrededor

de solamente 4 °C (ver tablad5) . Los 500 €©€s pueden ser entre

de pulsos (igual cantidad deexgia), pero se favorece mas la formacion de poros en las

membranas de los GR si se aplican 5 pulsos BMEtz = 50tosts 0D, 4 ¢€5s) en
comparacion con 25 pulsos BMP mas cortps¢z= 1 Otz2=¢ sO,, 4 ¢ s25).KEnf i gur a
el caso de aplicar puls®P, para cualquiera de los dos tiempests= 1 Oto=¢ sO,, 4 ¢S
Oti=tz3= 50k=¢ D, 4 €s) se presenta | a cancel aci n
Algunos autores plantean que la cancelacion de la permeabilizacion sélo se da con
pulsos BP co tiempos en el orden de los nanosegundos y tal vez en el menor rango de los
microsegundos, pero no se obsepara la electroporaciogon los pulsos de muiti
microsegundos y milisegundos (Pakhomov et al., 2018). Esto nos indica que si trabajamos
conpulss BMP cont; =ts= 50 ¢e&s twep=ve@ de, | a permeabiliz
pero es un tiempo (50 e€s) que aun permite | a
pulsos BP (figura®5). Por esta razon, los primeros experimentos los iniciaotopusos
contiempodi=tz3= 50 e€s y |l uego se exyptdtaPamapalso;m di fer
bipolares contiempaytssuperi ores a 500 s el efecto de

al contrario, hay un incremento en la permeabilizagi¥otnik et al.,20013. Esto es
debido a que el monopulso de tientpes suficiente para generar poros estables en el polo
de las células mas cercano al anodo (ver figesa 2 al aplicar el segundo monopulso de
tiempots de polaridad contraria, se geaeradicionalmente poros estables en el otro polo

de las células (no perforadas todavia), el cual es mas cercano al catodo.
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Figura 5-25. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BR).i 25 pusos(ti= 1 Otz=¢ s1,0to=¢ s0,, 4 ¢€s) 'y
Bi5Spulsostt= 50tz s50t2= sQ, 4 - pusps BMP b - pulsos BP La
permeabilizacion fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a
través de la suspension de los @Rmatocrito 0,2% en el medio de incubacibh X de

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TnrsiCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de
frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mr6jn=5

En los resultados reportados en las figur26 & 1a5-36, se explora la permeabilizacion de

los GR con pulsos eléctricos de diferentes tienpds, t3. Resultados presentados en las
figuras 526 a la 529 corresponden a los casos de la aplicacion de los pulsos eléctricos a la
suspension de GR en ausencia éptigo y en las figuraS-31 a la5-36 a los casos de la
aplicacién de logpulsos eléctricos en presencia de los péptidos policationicos B M
BTM-P1. Estos primeros experimentos, realizados sin repeticionestigermobtener una
evaluaciorde la depndencia de la permeabilizacién de los GR con los pulsos eléctricos de

diferentes tiempody( t2 y t3) de los pulsos eléctricos.

La permeabilizacion de los glébulos rojos con pulsos eléctricos de diferentes

caracterigicas.

Al aplicar los pulsosléctricosde diferentes caracteristicas (ver figurd)4con unty + t3 =

100 ©€s, a |l a suspensi - -n dte=tt=0550 GRs5 96 ec spuyeden
3=5 €s. En el caso ddi=mpb0O0cas, 5| pup emse BMPI ic:
GR es mayor cuandel tiempoesto=0 , 4, erecemparacion con el casotde 10 ms.

Esto indica que con una separaciomenor entre los dos monopulsos de igual polaridad,

se favorece la formacion de los poros en los glébulos rojos (figka A). La cancelacion
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de la permeabilizacién de los GR al aplicar los 5 pulsos BP es muy expresada e igual para

ambos valores de tiggot2( O, 4 e€s - 126,Cms) (figura 5

En el otro caso, de una distribucion desigual de tiempps9 5 ¢&¢p ¢ s ) , | a
permeabilizacion de los GR con 5 pulsos BMP (figww265B) es igual para cualquier
intervalo de tiempda2( 0, 4 es - rke0 |l mga. gbet el pri mer mon
suficiente para permeabilizar | os GRley el S ¢
0,4 s - 10 ms, redaparmeabilizaaionaslestGR.i al ment e

Por otro lado, con pulsos BP, mostramos que tode en el orden de los
microsegundos, hay cancelacion de la permeabilizacion celular cuando el monopulso de
polaridad contraria es menor (figura26, C, D). Se puede ver también que |
permeabilizacion de los G&ausada por un monopulso de tientpe 95¢ s , es cancel a
por un monopulso de polaridad contraria de tienipe= 5 € s, siendo el
cancelacion de la permeabilizacion mas expresadotsiees menor ( 0;28, es) (f
D). Es posible que en un tiemppde 10 ms sea suficiente para das glébulos rojos
roten, exponiendo otra zona de la superficie de la célula para la permeabilizacion, y ademas
disminuyendo el efecto de cancelacion en la zona de inicio de la permeabilizacion causada
por el primer pulso. La cancelacién de la permeatlén celular con pulsos BP con una
distribucion desigual del tiempey ts, también ha sido reportada con pulsos del orden de
los nanosegundos: (= 900 ns yts = 300 ns), mostrando una reduccién significativa en la

permeabilizacion celular (Valdez et al., 2017).
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Figura 5-26. La permeabilizacién de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BP) de diferentes caracteristicas de tiemposts

(ver figura 523). AT pulsos BMPy Ci pulsos BPtt= 50tz3=s50 ¢e€s) con di s
tiempost: a- to= 0, B-t2& $0;msB i pulsos BMPy D i pulsos BRt1= 9 5ts3=¢ s,

5 €s) con ditsa-itrrt d0s, BHt- tzeshOpnassLla permeabilizaciéon fue
monitoreada por el cambio en la transmitancitadez de 650 nm a través de la suspension

de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubadin fle 150 mM NacCl, 0,5 mM

EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4). Lospulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplicados

a la electrocubeta de 2 mm con la susperd®6R.

Distribuyendo el tiempo de los bipulsos como= 50 ets=5y s (-27),¢aur a 5
permeabilizacion de los GR con pulsos BMP es menor entre mayor sea el tiahepo
separacion entre danonopulsos (figura-87, A). En los casos con pulsos BE,abservo

que para el efecto de cancelacion bien expresivo de la permeabilizacién de los GR causada
por el primer monopulso es suficiente quseundanonopulso, de la polaridad contraria,

sea muy corto,de= 5 & s, i ndep axffiguracc@7 B. del ti empo
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Figura 5-27. La permeabilizacién de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BP) de diferentes caracteristicas de tiemposts
(ver figura 523). AT pulsos BMPy BT pulsos BP(t1= 50tz3==s§5 e€s) con di st
tiempost: a-to= 0, 4 -1t 10 ms;b -t = 100 ms. La permeabilizacion fue
monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspension
de los GR (hematocrito 0,2% en el medio meubacion K1) de 150 mM NacCl, 0,5 mM
EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron
aplicados a la electrocubeta de 2 mm con la suspension de GR.
Se observa que hay una mayor permeabilizacién de los GR con 5 pulsosos|@&titie, si
el pulsots es mayor (figura 28, A), esto indica que el grado de permeabilizacion por
pulsos BMP aumenta a mayor tiempe- t3. En el caso de aplicar pulsos BP (figura&®
C), la cancelacion de la permeabilizacion de los GR, es menorcontiempo5 0 ¢€s (31 %
de la permeabilizacion alcanzada con los pulsos BMP de las mismas caracteristicas de
tiempo), mientras que con un pedio pulsdtede 5 e€s y 20 eeancelms suf i
significativamentda permeabilizacién de los GR, alcanzando con ambos tiemgde el
10 % de la permeabilizacion alcanzada por los pulsos BMP de los mismos t{&npbe
g st3= 5 268, 4 tiees 5-0tz=¢ 22,0tz= sO, @igura $20).

La figura 529 presenta la velocidad de incremento de la transmitancia (VIT), en
unidades %/min, normalizada como 100% el VIT debido a la aplicacion de pulsos BMP

contiempa:= 50t=¢e D,, 4 e©€s y diferente #t3)h empo del s e
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Figura 5-28. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BP) de diferentes caracteristicas de tiamposts

(ver figura 523). AT pulsos BMPy Ci pulsos BPti= 50tc== s0,, 4 e€s) con di
tiemposts: a-t3= 50b-#35; 20c-&s; 5 B§ pulsos BMPy D1 pulsos BP
(tiempototalty+t3= 10 Q2= D,, 4 €s) contiydsiastiF nbOtss==e $ )] empo
50 k-91= 80tz=e£ s2,0 ¢s. La permeabilizaci - -n fue m
transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspension de los GR (hematocrito 0,2% en

el medio de incubaciérM] ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrdCl, pH 7,4).

Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm.

En el caso de aplicar bipulsos con un tiempo tatalts= 100 € s, independi
distribucion de los tiempo$i= 50 t3ss59 18s80tzss2@ ¢e5s), para 5
BMP la permeabilizacion de los GR es igual (figuw285 B). Si son aplicados 5 pulsos BP,

para cualquier combinacion dey ts, de estas dos opciones 50680/20, la cancelacion

de la permeabilizacion de los GR sera igual (Bg@28, D). Es posible que la
permeabilizacion de los GR alcanzada con los pulsos BP, con el tiegmpo5 0 ¢ s, no s -
cancela, sino que es suficiente para comenzar a generar nuevos poros @guiy, por

esto la permeabilizacion es tres veces mgyerla generada por pulsos BP con tiempo

5 e€s y 202% s (figura 5
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Figura 5-29. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BR)£5 0 tg=s ,0, 4 e€s) contz(tdd st int oc:
50 Bs; 20t3ss > €5, v28)r A if Vielgcidadade Bicremento de la
transmitancia, VIT (%/min)B i Valor normalizado al 100%. La permeabilizacion fue
monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la@uspensi

de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubadiin fle 150 mM NaCl, 0,5 mM

EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4). Los pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplicados

a la electrocubeta de 2 mm.

Potenciacion de la permeabilizacién de los glébulos mjoon péptidos policationicos
aplicando pulsos eléctricos de diferentes tiempos, ts.

Utilizando péptidos policatiénicos, a una concentracién que genera una permeabilizacion
despreciable de los GR, y aplicando 5 pulsos eléctricos BMP con tiegmpts=50 € s vy
trde 0,4 e©€s, se logra mostrar una potenciaci
los GR. El efecto obtenidpsinérgico,es muy superior a la suma de los efectos de
permeabilizaciércausdos independientemente por los pulsos eléos BMP y por los
péptidos policationicqenla figura5-30 se muestra uajemplo de este efecto sinérgiém

general se observa que la permeabilizacion sinérgica de los GR, por la accion simultanea de
los pulsos eléctricos lps péptidospolicatiénicos, es mayorenpresencid e 2 -B4AM BT M
gue paBBEV-FEL. Amibs péptidos policationicos tienen la misma carga neta, pero el
péptido BTMP4 (Orduzy Lemeshko, 2016¢s mas largo, teniendo 7 aminoacidos mas al
inicio que el péptido BTMP1 (Lemeshko et al., 2006a, 2006bpmeshko, 2011;
Lemeshko, 2013
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Figura 5-30. Efecto sinérgico dealpermeabilizaciéde los glébulos rojos (GR) con pulsos
eléctricos bimonopolares (BMR)péptido policatiénico BTIWP4 (P4) 5 Pulsos BMP i =
ts=50¢ st = 0 ,, der figwsa 523).2 ¢ M -B4T(R#)ai Solo péptidpb 1 solo

pulsos ¢ i Suma de las curvas a y H;1 efecto sinergico, pulsos mas péptida
permeabilizacion fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a
través de la suspension de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubddidte (

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tr$iCIl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de
frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm.

La permeabilizacion de los GR debido a la aplicacion de 5 pulsos BMP con un
tiempo totaft; +tz3= 100 es, ya ts=ta=5c00 ndisu n9 StzFeesmpe s en
presencia del péptido poationico BTMP4 es practicamente igual, independiente del
tiempoto, de 0, 4061@0sns (figureb-3IMA y B). Este comportamiento es similar
para péptido BTMP1, para pulsos BMP con cualquier tientpmencionado (figur&-31,

CyD).
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Figura 5-31. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) de diferentes caracteristicas de tiempoy tz (ver figura 523) en
presencia de péptido policatiénico BTR4 (P4) 6 BTMP1 (P1).A y Ci Pulsos BMP

=50 tg=s,50 €s); contda-itst 0n B-0% 40 mMmsS ;P IoRIlsos

BMP t21= 95t3=¢ s5, €s) con ®diasti=i nOt,ds tstdiQ srtp 2

100 ms. La permeabilizacion fue monitoreada por el cambiotesznismitancia de la luz de

650 nm a través de la suspension de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubacion
(MI') de 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TrdCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de
frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de.2 mm

Aplicando 5 pulsos BPa la suspension de GE&bn un tiempo totat1 + t3= 100 ¢ s,
distribuidos comd:=t3= 50 €s en pr es e-R4figmaSB2AyQP,&pti do
velocidad de incremento de la transmitancia (VIT) con un tiempo de sepdtacib@ ms,

entre los monopulsos, es 1,5 veces mayorpguat = 0, 4 €532 A)f Bstg indica

gue la cancelacién de la permeabilizacién de los GR es mayor cuando el pulso de polaridad
contraria es aplicado rapidamente£ 0, 4 € 5s) . l gual mente sucede
BTM-P1: aplicando los pulsos BB Etz= 50 ets5)10 my la VIT es 3,4 veces

mayor que paraelcasotlee 0, 4 €532 C)f i gur a
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Aplicando 5 pulsos BR{(+tz3= 100 &s) 958 85y¢s, yto | o0s t i e
de 0,4 ¢s, 10 582 By D)kl @esansa d¢ B4 la caacelacion de
la permeabilizacion de los GR disminuye entre mayor sea el tienffigura 5-32, B) 0
BTM-P1 (figura 5-32, D). Esto significa que el segumdmono pulso, de polaridad
contrari a, t)evsuficientelpara réverts Ia fortnacion de nuevos poros, si este
pulso es aplicado rapidamente € 0, 4 € s ) . tEm100enms, et efexto ded e
carcelacion de la permeabilizaci@s muy reducido. En general, el efecto de cancelacion
de la permeabilizacion eléctrica de los GR es mas expresado en presencia del péptido
BTM-P1 (figura5-32).

5074 GR BP.t:=t,=50 us A 50 Gr BP.t:1=95 us; t;=5 s
. a-t,=04 ps . I a-t,= 0,4 s
& 404  b-t=10ms £ 40 b-t;=10ms
Ej’ i b © c-t,= 100 ms
g 307 2 301
5 | = l
E £
e 200 5 umpa % 207 2umPpa
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Figura 5-32. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bipolares (BP) de diferentes caracteristicas de tiempos. y t3 (ver figura 523) en
presencia de péptido policatiébnico BTR4 (P4) 6 BTMP1 (P1).Ay C 1 Pulsos BPtg =

50 te=s,50 ¢€s) con tda-s% i Otk s ¥0;imebBydDd Sulsos BP

(tt= 95t3=e 5, €¢s) con wa-swHE=i MOt Bss$o;mesoEe- 400 ms.

La permeabilizacion fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm
a través de la suspensiéon de los GR (hematocrito 0,28breadio de incubaciorM ) de

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TnrsiCIl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de
frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm con la suspension de GR.

Si utilizamos un tiempo total +ts3= 55 ¢ s, ditszrb 0 wesd by eesmo | a
permeabilizacion de los GR cuando se aplican pulsos BMP en presencia del péptido BTM
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P4 (figura5-33, A) 6 BTM-P1 (figura5-33, C) va a ser mayor si el segundo pulso
monopolar se aplica rapidamente (6,4 ) , mi entras que stkdees apl:i
100 ms, es posible que los glébulos rojos hayan rotado y el segundo mono pulso no ayuda a
reforzar la permeabilizacion del primer pulso. En el caso de aplicar pulsos BP en presencia

del péptido BTMP4 (figura 5-33, B) 6 BTM-P1 (figura5-33, D), la cancelacién de la
permeabilizacion es muy expresada cuande=el 0, 4 € s . Si el p®pti do
P1, la permeabilizacion de los GR conuntiepmbe 0, 4 €s es muy baj a,

0,6 %/min que ealrededor de 4,6 veces menos que con un tigpge100 ms.

50, GR BMP, =50 ps; t;=5 ps A a 5074 GR BP.1:=50 ps; t,=5 ps B
= | at=04pus = 4ol a-t=04ps
£ 40 i 00ms & 40 b-ta= 100 ms
.© 1 © 1
e 30- g
& 1 5
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Figura 5-33. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) de diferentes caracteristicas de tiémpoy tz (ver figura 523) en
presencia de péptido policatiénico BTR4 (P4) 6 BTMP1 (P1)A y Ci Pulsos BMPB

yD7i Pulsos BPtf= 50t3=¢s5, €s) con tiasti= nOt,ods tstdQe mp o s
ms. La permeabilizacion fue monitoreada por el cambila éransmitancia de la luz de 650

nm a traveés de la suspension de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubacion de
150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TnsiCl, pH 7,4 Ml1)). Los 5 pulsos de 500 V de
frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubefarden, con la suspension de GR.

La permeabilizacion de los glébulos rojos (GR) en presencia de péptidos policatibnicos
BTM-P4 6 BTMP1 y 5 pulsos eléctricos BMP con tiempo= 50to®s0D, 4 ¢e€s 'y
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diferentes tiempot, generan mayor permeabilizacion con un tiemapeayor (figurab-34,

Ay C). En el caso de emplear pulsos BMP con un tiempo totalts = 100 ¢ s,
independiente de la distribucion de los tiemfgos ( 50tz S5 t1€ s80tzs2 vy

€s tir= 9 & g3 =y5) en presencia de péptido BTR4 (figura 5-34, B), la
permeabilizacion de los GR es igual. Similarmente ocurre si es usado el péptidB BTM

(figura5-34, D).
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Figura 5-34. La permeabilizacién de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bimonopolares (BMP) de diferentes caracteristicas de tiempey ts (ver figura 523) en

presencia de péptido policationico BTR4 (P4) 6 BTMP1 (P1).A y Ci Pulsos BMP tg

= 50t2=¢£s0,, 4 €s) contza-its3st bOAt-&6s20e scemp oS By s .

D i Pulsos BMP con un tiempo total et ts= 10 G2=¢ H,, 4 €s; con distir
tiytzza- 1= 50tz== s50b-415; 80tz= s20c-&1rs; 95tz3= sy ¢€s. La
permeabilizacion fue monitoreada porcambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a

través de la suspension de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubaciéon de 150 mM

NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM TridHCI, pH 7,4 MI)). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia

5 Hz fueron aplicados a la electubeta de 2 mm.

En el caso de aplicar pulsos BP (fig6r85, A y C), variando el tiempts, en presencia de

BTM-P4 6 BTMP1, se observa mayor cancelacion de la permeabilizacion cuando el
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tiempotzes 5 y 20 ¢€s, comparabdesco® ekbacasaade
monopulso es grande, su tiempo es suficientemendelamentgaracancelar el efecto de
permeabilizacion de GR causado por el primer monopulso, sino también para iniciar la
formacion de nuevos poros.

En la figura5-35, B y D, con el tiempo totak{+tz) de 100 e€s de | os p
muestra que, en presencia de cualquiera de los dos péptidos policationicos, el segundo
monopulso corto, de tiempe = 5 € s, es suficiente para qu

cancelacion de lpermeabilizacion de los GR, aplicando pulsos BP.

(GR BP, t,=50 ps; t,= 0,4 us A . ¥GR BP, t1+t;=100ys; t,= 0,4 ys B

X 30 a- t;=50 us E._\c; 30- a- t;=50 ps; ty= 50 ps

© : b- t;=20ps © E b- t;=80 ps; t;= 20 ps
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Figura 5-35. La permeabilizacién de los globulos rojos (GR) con pulsos eléctricos
bipolares (BP) de diferentes caracteristicas de tiempds y tz (ver figura 523) en

presencia de péptido policationico BTR4 (P4) 6 BTMP1 (P1).A y Ci Pulsos BPtg =

50 tgs,0, 4 €s); coma-i=s thi0m-teess 20d-empDBgB .

I Pulsos BP con un tiempo total tlet t3 = 100e stp= 0, 4 €s; cona-di stint
ti= 50tz=¢ 5,0b-tas; 80tz=¢ 2,0c-8s ; 9 5t3=¢ 5, € s. La permeabi
fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la
suspension de los GfRematocrito 0,2% en el medio de incubacion de 150 mM NacCl, 0,5

mM EDTA, 5 mM TrisHCI, pH 7,4 Ml1)). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz

fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm.

En la figura5-36 se presenta la velocidad de incremento de laswatancia (VIT) en
unidades %/min y normaliza como 100% el VIT debido a la aplicacion de pulsos BMP con

tiempots= 5 0t2=¢ s0,, 4 ¢ s, para diferentes vad ores de

en presencia de péptido BTRY 6 BTMP1. Con el péptido BTMP4 la cancelacion de la
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permeabilizacion de los GR es menor (VIT normalizado de 10 % a 14 %) comparado con el
péptido BTMP1 (VIT normalizado de 4 % a 6 %iglura 5-36).

Figura 5-36. La permeabilizacion de los globulos rojos (GR) con pulstEstricos
bimonopolares (BMP) 6 bipolares (BR)¥5 0 tg=s ,0, 4 €s) conts(tdd st i nt oc¢
50 tes;20tz=e s5 ¢€s, -23enpresergia degpéphdo policationidoy B i
ConBTM-P4;CyD7i ConBTM-P1.A y CiVelocidad deancremento de la transmitancia,

VIT (%/min). By DT Valor normalizado al 100%. La permeabilizacion fue monitoreada

por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspension de los GR
(hematocrito 0,2% en el medio de incubacion de B0 NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM

Tris-HCI, pH 7,4 Ml)). Los pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la
electrocubeta de 2 mm.

Aplicando pulsos BP, tanto para el caso de presencia del péptidePBTédmo para el

BTM-P1, el efecto de la cancelacion de la permeabilizacion de los GR es mayortcen el

50 s Y0 €s (VIT normalizado de 10co®osa 4 %,
pulsos BMP (figuré-36). Esto indica que el tiempo alrededordetyim 20 €s es - pti
para una mayor cancelacion de la permeabilizacién, y que el segundo monoputse con

20 ©€s no solo cancel a, sino t aRootr®ado,lom duce n









































































































































































































