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RESUMEN 

 

Los péptidos policatiónicos anfipáticos representan el sistema antimicrobiano del ser 

humano, animales y plantas, y se caracterizan por su capacidad de permeabilizar la 

membrana plasmática de los microorganismos patógenos de manera potencial-dependiente. 

El principal objetivo de este trabajo fue la evaluación de la posibilidad de incrementar la 

capacidad de péptidos de esta clase de permeabilizar las biomembranas aplicando 

adicionalmente los pulsos eléctricos. Para  tal propósito fue diseñado el electroporador de 

muestras biológicas con una celda de electroporación que permite el monitoreo de la 

permeabilización de células vivas en tiempo real, midiendo la transmitancia y dispersión de 

la luz, y a la vez la temperatura de la suspensión celular (patente # 14245762 aprobada, 

2017). Se observó la permeabilización de la membrana plasmática de los glóbulos rojos con 

solamente pulsos eléctricos, donde los pulsos bipolares solo alcanzan entre un 4 a 31 % de 

la permeabilización generada por los pulsos bimonopolares, esto indica que en el caso de 

los pulsos bipolares, hay un efecto de cancelación de la permeabilización por el segundo 

pulso de la polaridad contraria al primer pulso. La permeabilización de los glóbulos rojos, 

poco significativa con solamente péptidos policatiónicos, a concentraciones relativamente 

bajas, o con pulsos eléctricos bimonopolares, se incrementaba muy significativamente 

aplicando ambos (efecto sinergístico). En caso de aplicar pulsos eléctricos bipolares a la 

suspensión de células con péptidos policatiónicos, se ha observado un efecto de cancelación 

de la permeabilización, alcanzando solo entre el 4 y el 14% de la permeabilización 

alcanzada si los pulsos son bimonopolares. Se ha mostrado también que el grado de 

cancelación con el segundo pulso de la polaridad contraria disminuye al aumentar el tiempo 

entre el primero y el segundo pulso, en el caso de los pulsos bipolares. Adicionalmente se 

mostró la modulación de la permeabilización de los glóbulos rojos con la presión osmótica, 

o con el potencial superficial de membrana. La permeabilización de células con péptidos 

policatiónicos y pulsos eléctricos se incrementa significativamente en el medio de 

incubación hipotónico, por ejemplo con pulsos bimonopolares y péptido BTM-P4, puede 

alcanzar hasta 2,8 veces más permeabilización que en el caso de un medio de incubación 

isotonico. La permeabilización de las células también es mayor si hay un incremento del 
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potencial superficial negativo de membrana, por ejemplo con pulsos bimonopolares y un 

aumento del potencial superficial negativo con desoxicolato, se presenta 1,8 veces más 

permeabilización de las células. Los resultados obtenidos demuestran la posibilidad de 

incrementar significativamente la actividad de los péptidos policatiónicos y modular el 

grado y tiempo de la permeabilización de células cambiando características de los pulsos 

eléctricos.  
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Biomembranes permeabilization by application 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 work was 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 monitoring of 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 pulses reached 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 first pulse. Red blood cells permeabilization by polycationic peptides wasnôt significant, 

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 and electrical 

pulses is significantly increased in the hypotonic incubation medium, for example 

bimonopolar pulses and BTM-P4 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 
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membrane, for example, with bimonopolar pulses and an increase in the negative surface 

potential with deoxycholate, there is 1,8 times more permeabilization of the cells. The 

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. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

Un problema grave de salud pública, es la alta resistencia de varías bacterias a los 

antibióticos clásicos, debido a los efectos de mutación de varias enzimas-blanco de las 

bacterias. Una buena alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por 

microorganismos patógenos, son los péptidos antimicrobianos que han sido desarrollados 

en la evolución biológica como un sistema de defensa natural para atacar microorganismos 

patógenos. Hasta ahora se conoce que el mecanismo fundamental de los efectos 

antimicrobianos de los péptidos policatiónicos anfipáticos es la formación de poros en las 

biomembranas, debido al potencial eléctrico negativo trans-membranal y a la afinidad 

relativamente alta de estos péptidos a la membrana bacteriana, la cual se caracteriza por una 

carga superficial negativa y relativamente alta en comparación con las células eucarióticas 

normales (Guilhelmelli et al., 2013). Utilizando a las mitocondrias como un modelo de 

bacterias, se ha mostrado que algunos péptidos antimicrobianos causan la permeabilización 

y hasta la agregación de las mitocondrias (Lemeshko, 2010), induciendo la muerte celular. 

Por otro lado, los péptidos policatiónicos pueden poseer propiedades anticancerígenas 

(Riedl et al., 2011), siendo una alternativa a los tratamientos generalmente usados, como la 

radio- y quimio-terapia (Davalos et al., 2005), que no siempre son tan eficientes y además 

son tóxicos y traumáticos para los pacientes.  

Un aspecto interesante es la potenciación eléctrica de la permeabilización de las 

células con péptidos policatiónicos, que aumentan significativamente su capacidad de 

causar la permeabilización de biomembranas. Esto se logra haciendo más negativo el 

potencial transmembranal, ya sea con la difusión de potasio al exterior de la células 

(transportado por valinomicina), o con la aplicación de pulsos eléctricos (Arias et al., 2009; 

Lemeshko, 2013; Lemeshko y Orduz, 2013). La valinomicina no puede ser usada en 

pacientes por su citotoxicidad (Kroten et al., 2010); así que, lo más conveniente sería las 

aplicaciones de sólo pulsos eléctricos con el fin de incrementar de un modo local la 

eficiencia terapéutica de los péptidos policatiónicos, inyectándolos, por ejemplo, en un 

tumor sólido, como fue propuesto antes (Lemeshko, 2013).  
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Hay evidencia de que la permeabilización eléctrica de biomembranas depende del 

tipo de pulsos eléctricos aplicados (Kotnik et al., 2001b; Sano et al., 2017; Valdez et al., 

2017; Gianulis et al., 2018; Pakhomov et al., 2018). En el caso de pulsos eléctricos 

bipolares, con el tiempo de unos cuantos microsegundos entre pulso positivo y negativo, se 

presenta un efecto de cancelación de la permeabilización, el cual disminuye al aumentar el 

tiempo de separación entre pulsos. En el caso de aplicación de pulsos eléctricos 

bimonopolares, la permeabilización es mayor, indicando que el segundo pulso de igual 

polaridad sigue ayudando a la formación de poros en la membrana (Sano et al., 2017). 

En este trabajo mostramos que los efectos de cancelación o refuerzo de la 

permeabilización se presentan también cuando la electroporación se realiza en presencia de 

péptidos policatiónicos. La permeabilización eléctrica de las células en presencia de 

péptidos policatiónicos 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 permeabilización de los glóbulos rojos con pulsos eléctricos y 

péptidos policatiónicos, hay otros factores importantes como la presión osmótica y el 

potencial superficial de la membrana. Los glóbulos rojos en condiciones hipotónicas son 

más susceptibles a la permeabilización por la aplicación de los pulsos eléctricos. Esto es 

utilizado como un método muy efectivo para cargar las células, que posterior a la 

aplicación de los pulsos eléctricos, son resuspendidas en un medio isotónico para cerrar los 

poros (Stewart et al., 2018). El potencial superficial de las membranas modula la 

electropermeabilización de los glóbulos rojos. La adición de desoxicolato en la suspensión 

de células (en concentraciones insuficientes para permeabilizar la membrana) hacen más 

negativo el potencial superficial de la membrana, aumentando la interacción péptido-

membrana. En el caso de adicionar espermina que es un policatión a pH fisiológico (Norris 

et al., 2014; Shuber, 1989; Chung et al., 1985), la interacción péptido-membrana es menor 

por la disminución de la carga neta negativa en la superficie de la membrana. En definitiva, 

el grado de permeabilización de las células con pulsos eléctricos y péptidos policatiónicos 
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puede ser modulado por diversos factores como el tipo de pulso y sus características 

temporales, el potencial superficial de las membranas y los medios de incubación.  
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2. MARCO TEÓRICO  
 

2.1 La actividad biológica de los péptidos policatiónicos y sus 

características físico-químicas 
 

Los péptidos biológicamente activos pueden ser antimicrobianos, anticancerígenos y en 

algunos casos pueden tener efectos duales, atacando tanto a patógenos como a células 

cancerígenas (Felício et al., 2017); estos péptidos están presentes en diferentes organismos 

vivos, constituyéndose en la defensa inmune innata, que es la primera línea de defensa que 

limita el crecimiento de microorganismos patógenos o no patógenos, que conviven con 

mamíferos, insectos, anfibios, aves etcétera (Boman, 1995; Shaw et al., 2008). Los péptidos 

antimicrobianos pueden incorporarse a la bicapa lipídica de las células de los organismos 

vivos, gracias a que son anfipáticos y a que poseen aminoácidos catiónicos (Matsuzaki, 

1998); estos están constituidos generalmente por 12 a 50 residuos de aminoácidos 

(Hancock, 2001) y se dividen en diferentes subgrupos, dependiendo de la composición de 

sus residuos aminoácidos 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 anticancerígenos, 

constituyéndose en una estrategia terapéutica en exploración (Gaspar et al., 2013), esto es 

debido a que las células cancerígenas humanas a diferencia de las células sanas, tienen una 

gran presencia de moléculas aniónicas en la monocapa externa de la biomembrana, como la 

fosfatidilserina, mucinas o-glicosiladas, heparán sulfato o gangliosidos sializados (Utsugi et 

al., 1991, Dobrzynska et al., 2005), favoreciendo las interacciones electrostáticas de las 

biomembranas con muchos de los péptidos antimicrobianos (Hoskin and Ramamoorthy, 

2008; Rodriguez et al., 2009). 

Las estructuras secundarias de los péptidos antimicrobianos (figura 2-1) son: la 

h®lice Ŭ presente en p®ptidos como la magainina, melitina y lactoferrampina bovina 

(Perekalin et al., 2015). Las hojas beta que son estabilizadas comúnmente mediante puentes 

disulfuros entre residuos de cisteína (C), presentes en péptidos como la protegrina I 

(Fahrner et al., 1996), defensinas humanas (Zhang et al., 2010) y en la lactoferricina 
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bovina. Los péptidos de estructura extendida como 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 en las biomembranas 

(Nguyen et al., 2011). Estos péptidos tienen predominancia de residuos de aminoácido de 

triptófano (W), prolina (P), histidina (H). Los péptidos de estructura cíclica como la 

gramicidina S, que son más resistentes a la proteólisis (Hancock 2001). En muchos casos, 

las estructuras secundarias se establecen cuando los péptidos están en contacto con las 

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

 

 

Figura 2-1. Las principales estructuras de péptidos policatiónicos antimicrobianos. A ï 

P®ptidos h®lice Ŭ. B ï Péptidos de hojas beta. C ï Péptidos extendidos. Las cadenas 

laterales con carga positiva están 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 estructura hélice alfa como la melitina y la 

magainina (figura 2-2), pueden tener varias cargas positivas debido a residuos aminoácidos 

como la lisina (K), la arginina (R) o la histidina en ambientes ácidos (Hancock et al., 2002); 

también estos péptidos tienen una gran proporción de residuos hidrofóbicos que les permite 

la interacción con los ácidos grasos de los fosfolípidos. El conocimiento de los parámetros 
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estructurales como la helicidad, la carga, el momento hidrofóbico, la hidrofobicidad, el 

ángulo ű subtendido por la superficie hidrofílica/hidrofóbica de la superficie de la hélice, 

ayudan a desarrollar péptidos anfipáticos con baja actividad hemolítica (Dathe and 

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

 

 

Figura 2-2. La estructura helicoidal de los péptidos anfipáticos (A ï de melitina, 

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ, B ï de magainina, 

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS). Los residuos hidrofóbicos son mostrados en blanco, 

los residuos polares en gris y los residuos catiónicos en negro. ű es el §ngulo subtendido 

por los residuos cargados en la superficie de la hélice, ‘ᴆ es el momento hidrofóbico.   

(Según Dathe and Wieprecht 1999). 

 

Las hélices anfipáticas están conformadas por una cadena de aminoácidos con una 

periodicidad de residuos polares y apolares cada tres a cuatro residuos, debido a que un giro 

de una h®lice Ŭ est§ formado por 3,6 residuos de amino§cidos. La periodicidad de los 

aminoácidos permite que un lado de la superficie de la hélice tenga residuos hidrofóbicos y 

el lado opuesto residuos hidrofílicos, permitiendo que el péptido interactúe con la estructura 

anfipática de las membranas biológicas. La formación del poro se establece por la 

oligomerización de los péptidos (Dathe & Wieprecht 1999), donde la parte hidrofóbica de 

la hélice está en contacto con las colas hidrofóbicas de los fosfolípidos y la parte hidrofílica 

hace parte de la superficie interna del poro (figura 2-4, A).  

El momento hidrofóbico es una metodología para cuantificar qué tan anfipática es la 

estructura secundaria de un péptido helicoidal, basada en la escala de hidrofobicidad de 

Eisenberg y colaboradores (Eisenberg et. al 1982; Eisenberg 1984). Consiste en que cada 

aminoácido tiene un vector, cuya dirección está definida por la posición del residuo del 
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aminoácido y la magnitud es la hidrofobicidad en la escala de Eisenberg. La suma vectorial 

de las hidrofobicidades de los aminoácidos individuales provee un vector resultante que 

indica la dirección en la que está la superficie más hidrofóbica de la hélice (Eisenberg et. al 

1982; Dathe & Wieprecht 1999). 

La hidrofobicidad es la capacidad de un péptido para desplazarse de un medio 

hidrofílico hacía una fase hidrofóbica al interior de la biomembrana. Los péptidos que 

generan lisis celular tienen que ser  suficientemente solubles en agua, pero la 

hidrofobicidad no debe ser demasiado baja, porque no permitiría que el péptido interactúe 

con las regiones hidrofóbicas de la membrana, que es lo que genera un aumento en su 

permeabilidad. 

El §ngulo ű subtendido por los residuos cargados en la superficie de la h®lice(figura 

2-2), indica la región del péptido donde los residuos hidrofílicos estarán en contacto con las 

cabezas polares o alrededores acuosos, mientras que la región opuesta, restante (360°- ű), 

es donde están los residuos hidrofóbicos de la hélice que están en contacto con las cadenas 

de los ácidos grasos.  

 

2.2 Los aspectos físicos de la interacción de péptidos policatiónicos 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 disrupción de la bicapa lipídica por varíos mecanismos: 

modelo de poro barril, modelo de alfombra, modelo de poro toroidal, modelo de detergente 

y modelo de clústeres lipídicos (Ludtke et al., 1996; Wang et al., 2012). Los péptidos que 

interfieren con los procesos celulares, lo hacen a través de la unión a blancos intracelulares 

como los ribosomas y las ARN polimerasas, afectando la actividad enzimática, el 

plegamiento de las proteínas y la síntesis del ADN, las proteínas y la pared celular (Wang 

et al., 2015), un ejemplo de esto, son los péptidos ricos en prolina como las apidaecinas de 

secuencia GNNRP(V/I)YIPQPRPPHPR(L/I) (Casteels et al., 1989) y la oncocina de 

secuencia VDKPPYLPRPRPPRRIYNR (Knappe et al., 2010), que inhiben la traducción de 
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las proteínas bacterianas en el ribosoma 70S. La característica catiónica de estos péptidos es 

debido a la gran cantidad de residuos de arginina (R), que interactúan con las cargas 

negativas de biomoléculas como las proteínas y el ADN (Krizsan et al., 2014). Aunque el 

blanco de estos péptidos no sea la biomembrana, las interacciones péptido-membrana son 

importantes para la translocación del péptido al interior de la célula. Además, los modos de 

acción de los péptidos pueden ser múltiples, tener como blanco la biomembrana e interferir 

con los procesos celulares (Bhattacharjya and Ramamoorthy, 2009). Algunos péptidos 

policatiónicos como el r7-KLA y R7-KLA (Lemeshko, 2010) inducen la agregación 

mitocondrial, lo que podría ser un nuevo mecanismo de  acción citotóxica. 

La teoría de la doble capa eléctrica, provee una explicación del primer paso en la 

interacción péptido-membrana. Debido a la presencia en algunas biomembranas de especies 

cargadas como la fosfatidilserina, la fosfatidilglicerina y la cardiolipina, que son lípidos 

aniónicos (Hancock et al., 2002), confiriendo un potencial eléctrico superficial, que permite 

la adsorción de los péptidos policatiónicos en las biomembranas, en función de la carga 

eléctrica, la permitividad dieléctrica y la fuerza iónica del medio de incubación (Shai 1999; 

Yeaman and Yount, 2003; Hoskin and Ramamoorthy, 2008; Lemeshko, 2013; Kumar et al., 

2018). Las interacciones péptido-membrana pueden ser afectadas por el desplazamiento 

competitivo de los péptidos policatiónicos debido a otras sustancias anfipáticas con carga 

positiva (Lemeshko, 2014).  

 En las células animales, la composición de la monocapa interna y externa de las 

biomembranas es asimétrica (Virtanen et al., 1998), en cuanto a fosfolípidos cargados 

negativamente, teniendo mayor abundancia de lípidos como la fosfatidilserina (PS) en la 

monocapa interior en células como los glóbulos rojos, mientras que en las células 

bacterianas la monocapa exterior contiene un gran porcentaje de lípidos cargados 

negativamente (figura 2-3). Esto quiere decir que las interacciones péptido-membrana 

debido al potencial eléctrico superficial son fuertes para células bacterianas y relativamente 

débiles para células eucarióticas (Kumar et al., 2018). Si las interacciones son muy fuertes 

entre los péptidos y las cabezas polares de los lípidos aniónicos, podría haber pérdida de la 

actividad antimicrobial, al prevenirse la translocación del péptido (Yeaman and Yount, 

2003). 
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La interacción péptido-membrana también depende de la fluidez de la membrana 

plasmática. Si esta es más fluida debido a la presencia de lípidos insaturados, la actividad 

hemolítica de algunos péptidos anfipáticos catiónicos será mayor (Belokoneva et al., 2003; 

Leuschner and Hansel, 2004).  

 

 

Figura 2-3. Interacción electrostática de los péptidos antimicrobianos con los fosfolípidos 

cargados negativamente en la membrana bacteriana (figura modificada de Kumar et al., 

2018).  

 

En cuanto a la fuerza iónica de la suspensión celular, la eficiencia de la 

permeabilización de la biomembrana por péptidos policatiónicos es mayor si la fuerza 

iónica es baja, esto se debe posiblemente a la ausencia de un apantallamiento electrostático, 

permitiendo que el péptido interactúe eléctricamente con la superficie de la biomembrana 

(Lemeshko and Orduz, 2013).  

Los pasos posteriores a la interacción inicial péptido-membrana, donde se da la 

adsorción y el cambio conformacional del péptido, pueden conducir a la permeabilización 

de la biomembrana por diferentes mecanismos como el modelo de poro barril, el modelo de 

poro toroidal, el modelo de alfombra, el modelo de detergente y el modelo de clústeres 

lipídicos aniónicos (Nguyen et al., 2011).  

El primer modelo de poros inducidos por péptidos fue el modelo de poro barril 

(figura 2-4), propuesto por Baumann y Mueller, donde mostraban la conductancia de un 

poro único formado por la alameticina en membranas lipídicas (Baumann and Mueller, 

1974). En este modelo la formación de un poro se produce por la acción cooperativa de 

varios péptidos amfipáticos hélice alfa, donde sus superficies hidrofóbicas están en contacto 
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con las cadenas de los residuos de ácidos grasos de los fosfolípidos, mientras que sus 

superficies hidrofílicas, constituyen el poro acuoso, algo muy similar a un barril sin fondo 

cuyas paredes son los péptidos helicoidales (Shai, 1999). 

El modelo de poro toroidal se diferencia del modelo de poro barril en que los 

péptidos que se insertan perpendicularmente a la membrana, están asociados con las 

cabezas polares de los fosfolípidos (figura 2-4). En cada poro los fosfolípidos se curvan de 

modo que las cabezas polares de ambas monocapas de la membrana llegan a unirse. De esta 

manera, las paredes del poro están constituidas por las cabezas polares de los fosfolípidos y 

por los péptidos insertados en la membrana (Yang et al., 2001; Shai, 2002; Hoskin and 

Ramamoorthy, 2008). 

 

 

Figura 2-4. Los modelos de permeabilización de biomembrana por péptidos (Según Wang 

et al., 2012). A ï Modelo de poro barril: los péptidos son adsorbidos en la biomembrana 

formando un poro de manera que las zonas hidrofóbicas de los péptidos están en contacto 

con los residuos de ácidos grasos de los lípidos. B ï Modelo de poro toroidal: los péptidos 

se unen a la membrana formando un canal junto con las cabezas polares de los lípidos. C ï 

Modelo de alfombra: los péptidos se acumulan en la membrana estirando las monocapas 

lipídicas llevando a la disrupción de la membrana. D ï Modelo de detergente: los péptidos 

se unen a la bicapa lipídica removiendo lípidos y formando micelas. E ï Clústeres lipídicos: 

Los péptidos catiónicos se unen a lípidos aniónicos formando clústeres, que puede cambiar 

el empaquetamiento de los lípidos, aumentando la permeabilidad de la biomembrana.  
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En el modelo de alfombra los péptidos son adsorbidos en la superficie de la 

biomembrana en concentración alta, insertándose en paralelo a la bicapa lipídica, quedando 

expuestas las regiones polares de los péptidos al medio acuoso. La acumulación de los 

péptidos genera una expansión de la monocapa externa y luego el colapso de la 

biomembrana por la separación entre las dos monocapas (Shai, 2002; Sato and Feix, 2006). 

En el modelo detergente al igual que en el modelo alfombra, la disrupción de la membrana 

no se da por formación de poros, sino por colapso de la membrana. Los péptidos junto con 

los lípidos forman micelas solubles en medio acuoso, desintegrando la membrana (Wang et 

al., 2012). 

En el modelo de clústeres lipídicos cargados, los lípidos en las membranas son 

zwitteriónicos y aniónicos con una distribución no necesariamente homogénea (figura 2-4); 

esto permite que los péptidos catiónicos interactúen con algunos dominios de lípidos 

aniónicos en la membrana, disminuyendo el grado del empaquetamiento de los lípidos y 

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

 

2.3 Electropermeabilización de células vivas 
 

El fenómeno de la electropermeabilización se produce por un potencial de membrana 

inducido debido a la aplicación de un campo eléctrico intenso sobre las células, 

aumentando la permeabilidad para diferentes iones y moléculas a través de la 

biomembrana. Las células se pueden considerar como objetos viscoelásticos, lo que permite 

que se deformen por consecuencia de los campos eléctricos, experimentando un estrés 

mecánico que altera la organización de la biomembrana, llevando a la permeabilización 

celular reversible o irreversible de las células (Neumann et al., 2000; Teissie et al., 2005). 

El potencial transmembranal (ȹὠὓ) inducido por un campo eléctrico externo E0 en 

un punto M de la célula, es dependiente del ángulo polar ū medido desde la dirección del 

campo incidente (figura 2-5), definido por la ecuación (Teissie et al., 1999; Tessie, 2017): 

Ўὠ  ȟὉȟὸ ὪὶὉ  ὧέί ρ Ὡ  (2-1) 
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Donde f es un factor de forma que en el caso de las células esféricas toma el valor 1,5; r es 

el radio de la célula; t es el tiempo de aplicación del campo eléctrico. ʐ  es la constante de 

tiempo característica de la carga de la biomembrana que es del orden de los microsegundos 

(Kinosita and Tsong 1977; Teissie et al., 2005) y está expresada como: 

† ὶὅ ς‗ ‗ Ⱦς‗‗    (2-2) 

donde Cm es la capacitancia de la biomembrana por unidad de área, ʇ es la conductividad 

en el citoplasma y ʇ es la conductividad en el medio exterior de la célula. 

 

 

Figura 2-5. Inducción del potencial transmembranal de célula por la aplicación de un pulso 

eléctrico (según Neumann et al., 2000). En el polo de la célula más cercano al ánodo, el 

potencial transmembranal inducido es negativo adentro, el cual sería favorable para la 

incorporación de los péptidos policatiónicos en la membrana. 

 

El potencial transmembranal inducido Ўὠ  es nulo en los §ngulos ˊ/2, 3ˊ/2 y 

m§ximo en los §ngulos 0, ˊ, generando mayor electropermeabilizaci·n en los polos de la 

célula cercanos a los electrodos (Teissie et al., 1999; Tessie 2017). Cuando se aplica el 

campo eléctrico externo, el potencial transmembranal total Ўὠ en células es la suma del 

potencial transmembranal de reposo Ўὠ y el potencial transmembranal inducido Ўὠ , 

expresado como: 

Ўὠ Ўὠ Ўὠ  ȟὉȟὸ    (2-3) 

Esto significa que el potencial transmembranal total es asimétrico (Kotnik et al., 2001a), 

siendo de un valor mayor y negativo adentro en el polo de la célula cercana al ánodo, el 

cual sería la zona más favorable para la permeabilización celular o la incorporación de 

sustancia cargadas positivamente, como los péptidos policatiónicos. 
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Los efectos de la electropermeabilización celular dependen de la combinación de 

parámetros asociados a las características del campo eléctrico (intensidad, duración, 

frecuencia de aplicación, número y forma de los pulsos) y parámetros que definen el estado 

de la célula (geometría, entorno, temperatura y presión osmótica). También tienen gran 

influencia los medios de incubación en la electropermeabilización celular, por ejemplo, en 

medios de mayor conductividad el tiempo característico de carga Űm de la biomembrana es 

menor (alrededor de 0,3 a 1 ɛs), induciendo más rápido el potencial transmembranal, 

comparado con medios de menor conductividad, donde el tiempo de carga es mayor 

(alrededor de 500 ɛs), tardando más en alcanzar el potencial umbral para la 

permeabilización de la biomembrana (Kinosita and Tsong, 1977; Dimova and Riske, 2017). 

Ajustando la presión osmótica con medios hipotónicos, el aumento en la tensión de la 

membrana, decrece el voltaje limite crítico para permeabilizar las células (Barrau et al., 

2004; Usaj et al., 2009).  

En cuanto a la forma de los pulsos, los resultados de la electropermeabilización 

celular con pulsos bipolares (un mono pulso de polaridad inversa a la del otro monopulso), 

es menor comparada con la permeabilización celular causada por la aplicación de pulsos 

bimonopolares (dos pulsos seguidos de igual polaridad), aunque la energía eléctrica 

entregada a las suspensión celular sea igual (Valdez et al., 2017). Además, comparando el 

efecto de la permeabilización celular debido a pulsos bipolares con diferentes tiempos de 

separación entre los mono pulsos, se ha observado mayor permeabilización celular si la 

separación temporal entre los dos mono pulsos es mayor, indicando que la reversión de la 

permeabilización celular con el segundo pulso disminuye (Gianulis et al., 2018).  

Otro efecto de aplicar pulsos bipolares es que genera menor contaminación por 

iones metálicos liberados desde los electrodos, comparando con la contaminación causada 

por los pulsos de una sola polaridad, que pueden generar la precipitación del material 

biológico (Stapulionis, 1999; Tomov and Tsoneva, 2000; Kotnik et al., 2001b). En cuanto a 

la permeabilización celular por pulsos eléctricos bipolares en presencia de péptidos 

policatiónicos, no hay información sobre efectos de la cancelación de la permeabilización 

celular. 
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2.4 La permeabilización potencial-dependiente de biomembranas con 

péptidos policatiónicos 
 

El potencial eléctrico transmembranal interviene en la interacción péptido-membrana, 

potenciando la actividad de los péptidos policatiónicos, al aumentar su eficiencia de 

inserción en la biomembrana, induciendo la formación de oligómeros transmembranales 

que facilitan la lisis de glóbulos rojos y liposomas (Vaz Gomes et al., 1993; Matsuzaki, 

1998). Fue mostrado que la actividad del péptido policatiónico mastoparan es potencial-

dependiente (figura 2-6). Usando vesículas fosfolipídicas se observó que la 

permeabilización de la membrana es mayor cuando se ha generado el potencial eléctrico 

transmembranal de alrededor de -150 mV, debido a la difusión selectiva del potasio en 

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

 

 

Figura 2-6. La permeabilización potencial-dependiente de la bicapa lipídica de liposomas 

con el péptido policatiónico mastoparan (INLKALAALAKKIL) (Según Pfeiffer et al., 

1995). Las vesículas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) encapsularon  

Quin 2/Hepes/K+ y el medio externo contenía 10 mM Hepes (Na+), pH 7,0, 20 mM NaCl y 

50 µM CaCl2 (en estas condiciones Quin 2 y Ca2+ son impermeables a las vesículas). La 

valinomicina permite la generación del potencial de difusión del K+ (negativo adentro). Al 

agregar mastoparan se incrementa la permeabilidad de la membrana, permitiendo el ingreso 

del Ca2+, que lleva a la formación del complejo Ca2+-Quin 2, como indicador de la 

permeabilización. A ï Con o sin valinomicina (0,1 µM), sin mastoparan. B ï 2 µM 

mastoparan, con o sin valinomicina (0,1 µM). 
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De manera similar, se observó la permeabilización potencial-dependiente de 

biomembranas con el péptido BTM-P1, derivado de la protoxina Cry11Bb (Arias et al., 

2009; Lemeshko, 2010, 2011, 2013; Lemeshko and Orduz, 2013), confirmando el 

mecanismo hipotético de la formación del poro potencial-dependiente en biomembranas 

(Lemeshko et al., 2005). Terrone et al. (2003) también hicieron uso de la valinomicina, 

pero con diferentes composiciones de las bicapas lipídicas, mostrando que los efectos de 

penetración de los péptidos policatiónicos dependen tanto de la composición de la 

membrana como del aumento del potencial eléctrico transmembranal. 

Se ha reportado la influencia del potencial eléctrico transmembranal en la actividad 

de otros péptidos como la protamina (Aspedon and Groisman, 1996), la NK-lisina 

(Ruysschaert et al., 1998), la alameticina (Su et al., 2018) y péptidos antimicrobianos 

cíclicos como las defensinas theta rhesus (Wilmes et al., 2014).  

La permeabilización potencial-dependiente, también ha sido mostrada con un 

aumento en el potencial eléctrico transmembranal, inducido por el campo eléctrico externo. 

Se ha reportado una permeabilización sinérgica de biomembranas con diferentes péptidos 

policatiónicos y pulsos eléctricos (Lemeshko, 2013).  

La permeabilización potencial-dependiente no sólo se ha observado con péptidos 

policatiónicos, sino también con proteínas como la Min D (Strahl and Hamoen 2010) o la 

colicina k (Schein et al., 1978), favoreciendo la formación de canales iónicos en la bicapa 

lipídica plana (figura 2-7).  

En presencia de la colicina k sin aplicar voltaje no se observa permeabilización de la 

membrana, pero en presencia de un potencial transmembranal de -50 mV, la colicina k, 

aplicada en el lado cis de la bicapa lipídica plana, forma canales iónicos, lo que se 

evidencia en un aumento progresivo de la corriente eléctrica. Al cambiar la polaridad por 

+50 mV, la corriente eléctrica cae a cero, mostrando un efecto de cancelación de los 

canales iónicos formados antes. Con esto se ha mostrado que la permeabilización de la 

bicapa lipídica con el polipéptido colicina k, y posiblemente con otros péptidos, se debe a la 

incorporación potencial-dependiente de péptidos en la bicapa lipídica y formación de poros 

trans-membranales. 
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Figura 2-7. La respuesta de la corriente eléctrica por la aplicación de un voltaje la bicapa 

lipídica plana en presencia de la colicina k (Schein et al., 1978). La colicina k fue 

adicionada en el lado cis a una concentración de 100 ng ml-1 y el registro de la corriente se 

inició 10 minutos después. El compartimiento cis fue conectado a una tierra virtual y V es 

el potencial en el compartimiento trans. Posteriormente se aplicó un voltaje de -50 mV, 

generando un aumento en la corriente por la formación de canales iónicos por la colicina k. 

Al cambiar el voltaje por +50 mV, se revierte la formación de los canales, se observa el 

efecto de cancelación de la permeabilización iónica.  

 

Una de las explicaciones de la toxicidad selectiva de péptidos policatiónicos con 

respecto a las bacterias, es el potencial superficial negativo (Nuri et al., 2015; Joo et al., 

2016; Mahlapuu et al., 2016; Lee et al., 2019) y altos valores del potencial trans-membranal 

(negativo adentro) 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 permeabilización de las biomembranas debido a la 

incorporación potencial-dependiente de varios péptidos policatiónicos, diseñados en el 

laboratorio, dependiendo de las características de los pulsos eléctricos aplicados a la 

suspensión celular. Una ventaja que logramos es la evaluación en tiempo real del desarrollo 

de la permeabilización de las células, registrando la transmitancia de la luz. En muchos 

trabajos estas mediciones son realizadas con diversas técnicas un tiempo después de la 

aplicación de los pulsos eléctricos, sin tener la información sobre la cinética de desarrollo 

de la permeabilización de células.  
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Diversas publicaciones han mostrado que en caso de aplicación de los pulsos 

eléctricos bipolares, el segundo pulso demuestra el efecto de cancelación de la 

permeabilización celular causada por el primer pulso (Valdez et al., 2017; Gianulis et al., 

2018; Pakhomov et al., 2018), pero no hay información disponible de experimentos con 

este tipo de pulso en presencia de péptidos policatiónicos. En este respecto, mostramos que, 

al aplicar pulsos eléctricos bipolares, el fenómeno de cancelación significativo, por el 

segundo pulso de polaridad invertida, se revela incluso si el tiempo del segundo monopulso 

es inferior al tiempo del primer monopulso. Esto plantea la posibilidad de incorporar una 

sustancia a la célula en el tiempo 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 electropermeabilización de células en presencia de 

péptidos policatiónicos, que mostramos, es la presión osmótica, donde un medio hipotónico 

favorece a este efecto sinérgico de la permeabilización comparado en el medio isotónico.  

También se muestra que el potencial superficial de la membrana modula la 

electropermeabilización de los glóbulos rojos. Se hace evidente que al hacer más negativo 

el potencial superficial de la membrana (con desoxicolato), hay mayor permeabilización 

eléctrica, por el aumento en la interacción péptido-membrana, y vice versa, se observó un 

efecto inferior en presencia de la espermina (policatión), conocida en 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 potenciación eléctrica de la permeabilización de la membrana 

plasmática celular con péptidos policatiónicos. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

1. Diseño de un bioelectroporador de células con pulsos eléctricos de características 

programadas. 

2. Estudio del mecanismo de permeabilización de los glóbulos rojos con pulsos eléctricos 

bipolares y doble pulsos monopolares rectangulares. 

3. Estudio de la permeabilización sinérgica de la membrana plasmática celular con péptidos 

policatiónicos y pulsos eléctricos externos de distintas características.  

4. Diseño de un protocolo avanzado de electroporación de células. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

4.1 Materiales 
 

Los péptidos BTM-P1 (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), P7-5 (IYLATALAKWALKQ GFGGRRRRRRR) con carga neta 9+ 

(Lemeshko, 2013), y P8-13 (IYLAKALAKWALKQGGRRRRRRR) con carga neta 10+ 

fueron diseñados en el laboratorio de Biofísica y sintetizados por GenScript Corporation. 

Los glóbulos rojos fueron aislados de ratas Wistar, con procedimientos de extracción de 

sangre aprobados por el Comité de Ética de la Universidad Nacional de Colombia, sede 

Medellín. Los reactivos fueron de las firmas comerciales Merck, Sigma e ICN Biomedicals. 

 

4.2 Aislamiento de glóbulos rojos 
 

Los glóbulos rojos se aislaron según Arias y otros (Arias et al., 2009). La rata es sedada por 

inhalación de 0,3-0,4 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 NaCl, 

10 mM EDTA tetrasódico, 5 mM citrato de sodio y 5 mM TrisïHCl, pH 7,4. 

Posteriormente es centrifugado a 3000 rpm por 10 min a 4 °C y se descarta el sobrenadante, 

dejando sólo los glóbulos rojos que son lavados, resuspendiendo el residuo en 20 ml de un 

medio de lavado de 150 mM NaCl y 5 mM TrisïHCl, 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 glóbulos rojos y es resuspendido en 4 ml del medio de 

lavado (relación 1:4), obteniendo una suspensión stock de glóbulos rojos con hematocrito al 

20%, que es almacenada a 4 °C durante 2-3 días. 

Para realizar la evaluación de la permeabilización de los glóbulos rojos (GR) se 

utilizó la celda de electroporación diseñada junto con nuestro electroporador de muestras 

biológicas patentado (Lemeshko y Ortiz, 2017), que a diferencia de otras celdas 
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comerciales, permite la medición en tiempo real de la transmitancia y la dispersión de la luz 

a 90° y 135° (ver detalles en el capítulo 5.1. Las mediciones se basan en el registro de la 

intensidad de la luz que atraviesa la suspensión de las células en un medio fisiológico. Los 

GR son capaces de dispersar la luz dependiendo de su grado de hinchamiento o 

contracción. Esto es debido al índice de refracción del citoplasma de los GR que es mayor 

que el de los medios salinos isotónicos, por tener una concentración alta de hemoglobina. Si 

se presenta un aumento en la permeabilidad de los GR, estos se hinchan disminuyendo el 

índice de refracción del citoplasma, lo que aumenta la transmitancia de la luz. La fuente de 

luz es un láser que emite a una longitud de onda (650 nm), donde la absorción de la luz por 

la hemoglobina es despreciable y el cambio de transmitancia de la luz que atraviesa la 

suspensión celular es debido a la dispersión de la luz (Arias et al., 2010). 

Inicialmente la celda de electroporación permitía monitorear la temperatura con un 

termistor, pero la medición era inferior al valor real debido a la constante térmica del sensor 

del orden de varios segundos. Para mejorar la medición de temperatura, el termistor fue 

sustituido por un sensor infrarrojo de temperatura, de esta manera se asegura que la 

permeabilización de los GR es debido a la permeabilización eléctrica y no a un aumento 

significativo de la temperatura.  

El electroporador de muestras biológicas genera pulsos eléctricos monopolares 

(MP), bimonopolares (BMP) y bipolares (BP), con los tiempos de los mono-pulsos son t1 y 

t3, el intervalo de tiempo t2 entre el primero y el segundo mono-pulso (figura 4-1). El 

electroporador puede entregar una intensidad de campo eléctrico de 2500 V/cm aplicados a 

una suspensión de GR en un medio fisiológico que es suficiente para 

electropermeabilizarlos (Kinosita et al., 1977). 
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Figura 4-1. Características de los pulsos eléctricos generados por el electroporador de 

muestras biológicas. A ï Pulsos monopolares (MP). B ï Pulsos bimonopolares (BMP). C ï 

Pulsos bipolares (BP). t1 y t3 son los tiempos de los monopulsos y t2 es el tiempo entre dos 

monopulsos. En este trabajo, hemos programado t1=t3.  

 

Protocolo para la evaluación de la permeabilización de los glóbulos rojos con pulsos 

eléctricos y péptidos policatiónicos: 

 

1. En una electrocubeta de 2 mm de separaci·n entre electrodos, se a¶adieron 400 ɛl de 

un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM TrisïHCl, 500 ɛM EDTA 

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

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación y se inicia el registro de 

datos en tiempo real usando el software LabVIEW. 

3. Al inicio del registro se adicionan 4 ɛl de suspensión stock de glóbulos rojos 

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

4. Se adiciona el péptido policatiónico 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 

medición a los 400 s. 

 

4.4 Modulación de la electropermeabilización de los glóbulos rojos con el 

potencial superficial de membranas  

 

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

la membrana con sustancias superficialmente activas, cargadas. El grado de 
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permeabilización de los GR en presencia de péptidos policatiónicos depende tanto del 

potencial transmembranal como del potencial superficial de la membrana (Gallucci et al., 

2003; Lemeshko, 2014; Joo et al., 2016). Los agentes utilizados que modifican el potencial 

superficial de la membrana fueron el desoxicolato (sustancia hidrofóbica de carga negativa) 

que aumenta el potencial superficial negativo de la membrana de los GR y la espermina 

(policatión) que disminuye la magnitud del potencial superficial negativo al interactuar con 

la membrana de los GR (Chun et al., 1967; Schuber, 1989). Se usó un protocolo para el 

caso en el que potencial superficial de membrana se hace más negativo con desoxicolato y 

otro cuando por presencia de espermina el valor del potencial superficial negativo de la 

membrana plasmática celular se disminuye significativamente (Chun et al., 1976, 1977). 

 

Protocolo para evaluar el efecto del potencial superficial de membrana más negativo en 

la permeabilización celular con pulsos eléctricos y péptidos policatiónicos: 

 

1. En una electrocubeta de 2 mm de separaci·n entre electrodos, se a¶adieron 400 ɛl de 

un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM TrisïHCl, 500 ɛM EDTA 

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

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación y se inicia el registro de 

datos en tiempo real usando el software LabVIEW. 

3. En los primeros 6 s del registro se adicionan 4 ɛl de suspensi·n stock de gl·bulos 

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

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

5. Se adiciona 0,09 mM desoxicolato a los 100 s (concentración que no causa la 

hemólisis de los GR) y nuevamente la misma concentración a los 150 s. 

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

medición a los 500 s. 

 

Protocolo para evaluar el efecto del potencial superficial de membrana menos negativo 

en la permeabilización celular con pulsos eléctricos y péptidos policatiónicos: 
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1. En una electrocubeta de 2 mm de separaci·n entre electrodos, se a¶adieron 400 ɛl de 

un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM TrisïHCl, 500 ɛM EDTA 

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

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación y se inicia el registro de 

datos en tiempo real usando el software LabVIEW. 

3. En los primeros 6 s del registro se adicionan 4 ɛl de suspensi·n stock de gl·bulos 

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

4. Se adiciona el péptido policatiónico 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 los 250 s del inicio del registro y se detiene la 

medición a los 500 s. 

 

4.5 La evaluación de la influencia de la presión osmótica en la 

electropermeabilización de los glóbulos rojos con péptidos policatiónicos 
 

La influencia de la presión osmótica en la permeabilización de los GR con pulsos eléctricos 

y péptidos policatiónicos, fue evaluado con tres medios que contienen 5 mM TrisïHCl, 500 

ɛM EDTA tetras·dico (pH 7,4), pero con diferentes concentraciones de NaCl. Se usó un 

medio isotónico de 150 mM NaCl, un medio hipertónico de 200 mM de NaCl y un medio 

hipotónico de 100 mM de NaCl, que a esa concentración no presenta hemolisis pero tiene 

un cierto grado de hinchamiento, siendo la dispersión de la luz normalizada alrededor de un 

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

 

Protocolo para evaluar la influencia de la presión osmótica en la permeabilización 

celular con pulsos eléctricos y péptidos policatiónicos: 

 

1. En una electrocubeta de 2 mm de separaci·n entre electrodos, se a¶aden 400 ɛl del 

medio y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético. Los tres medios 

utilizados contienen 5 mM TrisïHCl, 500 ɛM EDTA tetras·dico (pH 7,4), 
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adicionalmente el medio hipotónico, el medio isotónico y el medio hipertónico tienen 

100, 150 y 200 mM NaCl, respectivamente. 

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación y se inicia el registro de 

datos en tiempo real usando el software LabVIEW. 

3. En los primeros 6 s del registro se adicionan 4 ɛl de suspensi·n stock de gl·bulos 

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

4. Se adiciona el péptido policatiónico 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 

medición a los 400 s. 

 

4.6 La evaluación de la influencia de la fuerza iónica del medio de 

incubación en la electropermeabilización de los glóbulos rojos con 

péptidos policatiónicos 

 

Protocolo para evaluar la influencia de la fuerza iónica en la permeabilización celular 

con pulsos eléctricos y péptidos policatiónicos: 

 

1. En una electrocubeta de 2 mm de separaci·n entre electrodos, se a¶aden 400 ɛl del 

medio de incubación y se deposita en la electrocubeta un agitador magnético. Se utiliza 

dos medios de incubación de diferente fuerza iónica, uno contiene 150 mM NaCl, 5 mM 

TrisïHCl, 500 ɛM EDTA tetras·dico (pH 7,4) y el otro medio es 150 mM sacarosa, 75 

mM NaCl, TrisïHCl, 500 ɛM EDTA tetras·dico (pH 7,4). 

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación y se inicia el registro de 

datos en tiempo real usando el software LabVIEW. 

3. En los primeros 6 s del registro se adicionan 4 ɛl de suspensi·n stock de gl·bulos 

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

4. Se adiciona el péptido policatiónico 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 

medición a los 400 s. 
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4.7 El monitoreo de la temperatura de la suspensión de las células 
 

Para la medición de la temperatura de la suspensión de células, se implementó en la celda 

de electroporación un sensor de infrarrojo MLX906014 del fabricante Melexis con el 

protocolo de comunicación IC2. Para la adquisición de los datos, se utilizó una placa de 

desarrollo Arduino UNO, que envía los datos por comunicación serial al computador (Ver 

detalles 5.1.3). El registro de los datos en el computador se hace a través del programa 

LabVIEW, que permite visualizar las mediciones en tiempo real y almacenarlos en archivos 

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

 

El protocolo para las mediciones del cambio de temperatura de la suspensión de células 

debido a la aplicación de pulsos eléctricos fue el siguiente: 

 

1. En la electrocubeta de 2 mm ó de 4 mm de distancia entre electrodos se agrega 

respectivamente, 400 · 800 ɛl de medio de incubaci·n (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM 

TrisïHCl, 500 ɛM EDTA tetras·dico, pH 7,4. 

2. Se inserta la electrocubeta en la celda de electroporación, se cubre con la tapa que 

contiene el sensor de infrarrojo y se inicia el registro de la temperatura en tiempo real 

usando el software LabVIEW. 

3. A los 20 s del registro se aplican los pulsos eléctricos y la medición se detiene mínimo 

a los 80 s. 

 

4.8 Análisis estadístico 
 

El programa LabVIEW genera archivos de extensión .lvm que contienen el registro de las 

mediciones (ver anexo A.4). Estos datos pueden ser procesados con las herramientas de 

LabVIEW para obtener gráficas 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 obtienen exactamente cada 250 ms (dt), haciendo que los 

promedios no se puedan obtener, porque no hay garantía de tener todas las mediciones para 
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un mismo tiempo. Con la función de remuestreo de LabVIEW se soluciona este problema, 

porque realiza interpolaciones de las mediciones, forzando a que todas las mediciones 

tengan un ȹt = 0,3 s, constante; de esta manera cada medición está asociada a un tiempo 

múltiplo de 0,3 s. Para comparar la permeabilización que se logró con los diferentes 

péptidos policatiónicos y pulsos eléctricos, se puede utilizar como variable de análisis la 

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 (figura 4-2), donde 

uno de los parámetros importantes es el ancho medio del promedio móvil (Half-width of 

moving average, M), que en el caso de programar M=15, esto significa que para realizar el 

suavizado de la gráfica en cada tiempo t, el programa utilizará 31 mediciones, una en el 

tiempo t, quince mediciones antes y quince después; en general el número mencionado de 

datos (N=31) que se usará para el filtrado de cada punto de la curva es N= 1 + 2M. 

 

 

Figura 4-2. La configuración en LabVIEW del filtro del ruido de las curvas de cambio de  

transmitancia de la luz a través de la suspensión de células. El filtro permite disminuir el 

ruido de las curvas, logrando obtener las primeras derivadas de estas. El ancho medio del 

promedio móvil (Half-width of moving average, M), permite realizar el 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 filtrado (figura 4-3, A) y 

con filtrado (figura 4-3, B) de la permeabilización de los GR con los pulsos eléctricos y el 
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péptido BTM-P4. En el caso de no utilizar un filtrado las primeras derivadas de las curvas 

de transmitancia son muy ruidosas y difícilmente se podría obtener un dato confiable de la 

derivada (figura 4-3, C). 

 

 
Figura 4-3. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con los pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) en presencia de 2 µM péptido BTM-P4 (P4), 

monitoreada por los cambios en la transmitancia (hematocrito 0,2% en el medio incubación 

de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI), electrocubeta de 2 mm). 

Pulsos eléctricos (según Fig. 4-1): t1 = t3 = 10 µs, t2 = 0,4 µs, con frecuencia 5 Hz. Cada 

curva representa un promedio de 6 curvas independientes obtenido con el programa 

LabVIEW. A ï Curvas originales de cambio en la transmitancia; B ï Curvas A filtradas por 

LabVIEW con el promedio móvil M=15 (Half-width of moving average), N=31 (ver en el 

texto). C ï las primeras derivadas de las curvas A sin filtro.  D, E, F ï las primeras 

derivadas de las curvas A con filtro con N=3, 31, 101, respectivamente (ver Fig. 4-2). 
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Para mostrar cómo afecta el nivel de filtrado, mostramos las primeras derivadas de 

las curva de transmitancia con diferentes valores N (figura 4-3, D, E, F). Si N=3 (M=2), se 

observa una derivada aún con mucho ruido, el cual disminuye al aumentar el N (figura 4-3, 

D). 

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

desplazando a la derecha el valor máximo de las primeras derivadas, además de disminuir 

su amplitud. Para este trabajo se utilizó un N=31 (M=15), que no afecta sustancialmente la 

forma de la señal registrada y entrega unas primeras derivadas con menos ruido. 

La permeabilización de los glóbulos rojos se cuantificó con dos variables: la velocidad de 

incremento de la transmitancia (pendiente de la curva de transmitancia en un punto 

posterior a la aplicación de los pulsos, es señalado con un circulo) y la transmitancia a los 

400 ó 500 s del registro. 

Al aplicar los pulsos eléctricos se observa un efecto adicional que lleva a una 

disminución de la transmitancia, debido a que se generan burbujas en el medio de 

incubación (MI) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 y estas 

dispersan la luz al ser agitadas. Por esta razón el valor de la velocidad de incremento de la 

transmitancia (VIT) debe ser elegido en un tiempo posterior a la aplicación de los pulsos 

eléctricos, cuando ya las burbujas hayan desaparecido de la suspensión celular. La 

transmitancia y la velocidad de incremento de la transmitancia son analizadas con la prueba 

t-student para establecer si hay diferencia estadística de los valores promedio de 

experimentos independientes.  
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5. RESULTADOS  
 

5.1 El diseño y la construcción de la celda de electroporación, con 

agitación de la suspensión de células, sensores de transmitancia y 

dispersión de la luz, y sensor infrarrojo de temperatura 
 

Para monitorear en tiempo real la permeabilización de las células, fue diseñada la celda de 

electroporación con un montaje que tiene incorporado un emisor láser de luz (LED) con 

una longitud de onda de 650 nm y unos sensores de luz OPT101 que 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 5-1, A. 

Esta configuración nueva de la celda del electroporador, construida según varías 

modificaciones y presentada en respuesta a los requerimientos de la Superintendencia de 

Industria y Comercio (Colombia), con respecto a la patente aprobada del ñElectroporador 

de Muestras Biol·gicasò (Lemeshko y Ortiz, 2017). Estas modificaciones del portacubetas 

del electroporador (mencionada más arriba como la celda de electroporación), permiten que 

se pueda medir la relación entre la transmitancia y la dispersión de la luz (o de la 

fluorescencia, usando uno de los canales designados para medir la dispersión de la luz). 

Además, la celda de electroporación permite el monitoreo de la temperatura con un 

sensor infrarrojo, que es más rápido en respuesta que los termistores y no necesita estar en 

contacto con la suspensión celular (figura 5-1, A y B). La celda también tiene un agitador 

magnético incorporado y una cámara termostatada que está en contacto con una de las 

paredes de la electrocubeta (figura 5-1, C). 

En la figura 5-1, B y C, se indican los módulos del sensor de luz a 0° y 135°, que 

albergan los circuitos de amplificación de las señales. El módulo que contiene el sensor a 

90° y su circuito de amplificación no se observa, porque está ubicado en la parte inferior de 

la celda de electroporación. 
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Figura 5-1. La celda de electroporación. A ï Esquema general: El circuito de control 

permite programar las características de los pulsos; el circuito de disparo aplica los pulsos 

eléctricos desde la fuente de alto voltaje a la electrocubeta; la combinación del LED con los 

tres sensores de luz (fotodiodos), permite monitorear en tiempo real la transmitancia (0°) y 

la dispersión de la luz a 90° y 135° de la suspensión celular, usando un sistema de 

adquisición de datos. a ï indica la luz de transmitancia (0°), b y c ï indica la luz de 

dispersión a 90° y 135°, respectivamente. B y C ï Fotografía de la portacubeta del 

electroporador (de la celda de electroporación). Se indica la ubicación del sensor de 

temperatura, los módulos del sensor de luz a 135°, el LED y el módulo del sensor de luz de 

transmitancia. 

 

Todos los módulos se adhieren a la estructura de aluminio de la celda con tornillos 

de nylon. La conexión eléctrica de la electrocubeta con el generador de pulsos eléctricos de 

alto voltaje se realiza a través de un contacto fijo y otro móvil el cual se desplaza con un 

tornillo para garantizar una buena conexión. La estructura en aluminio, tiene una cámara 

para el ingreso del agua termostatada, la cual está en contacto térmico con uno de los 
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electrodos, con una pared de la electrocubeta. El tornillo y su soporte hecho en polietileno 

de alta densidad y la estructura en aluminio, fueron diseñados con el software Solid Edge. 

 

5.1.1 El agitador magnético de la suspensión de células en la celda de 

electroporación 

 

El sistema de agitación consta de un motor reductor y su control de velocidad basado en un 

integrado 555. El circuito impreso se diseñó con el programa Eagle. La velocidad del motor 

cambia, al modificar el ñduty cicleò de una se¶al PWM generada por el integrado 555 y que 

está conectada a la puerta del transistor IRL540 (figura 5-2). El voltaje aplicado por el 555 

al transistor es 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 

referencias clásicas que empiezan por IRF el voltaje de cierre del transistor es de 10-20 V. 

 

 
Figura 5-2. El circuito del control de velocidad del motor del agitador magnético basado en 

un integrado 555. 

 

Para evitar que el agitador interfiera en la medición de la transmitancia y de la dispersión de 

la luz, el motor reductor debe ubicarse a una altura que permita que el agitador este como 

mínimo a 5 mm por encima de la base de la electrocubeta, ya que la luz del LED cruza la 

suspensión celular por debajo de la posición del agitador. 
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5.1.2 El diseño del sistema óptico para la medición en tiempo real de la 

transmitancia (0°) y de la dispersión de la luz (a 90° y 135°) en la 

suspensión celular 

 

El monitoreo de la permeabilización de las células vivas se obtiene registrando la 

transmitancia o la dispersión de la luz. Para esto se construyó un sistema de adquisición de 

datos con dos tipos de circuitos de amplificación de señales. Para la medición de la 

dispersión de la luz a 90° y 135°, se utilizaron sensores OPT101 que tiene internamente un 

amplificador operacional integrado con un voltaje de oscuridad de 7,5 mV. Para la 

medición de la dispersión de la luz es necesaria una segunda etapa de amplificación, pero 

con este voltaje de oscuridad, la señal amplificada estaría saturada. Para evitar este 

problema, se conectó 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 medio de un potenci·metro de 10 kɋ que está conectado como un divisor 

de voltaje entre el pin 1 y 5. Luego, se amplifica la señal con un amplificador operacional 

OP07 (figura 5-3). 

 
 

Figura 5-3. El circuito de amplificación de señales de los sensores que reciben la luz de la 

dispersión a 90° y 135°. 

 

Para la medición de la transmitancia de la luz, se construyó el sensor OPT101 sin necesidad 

de otras etapas de amplificación, debido a que la intensidad de la luz es mayor comparado 

con la intensidad de la luz dispersada (figura 5-4). 
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Figura 5-4. El circuito de amplificación de la señal del sensor que recibe la luz de 

transmitancia.  

 

Fuente dual de voltaje de los medidores de transmitancia, dispersión de la luz y 

temperatura: Para la alimentación de los amplificadores se utilizó una fuente dual (figura 

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 común, 

para filtrar ruidos provenientes de la red eléctrica.  

 

Figura 5-5. La fuente dual de voltaje para la alimentación de los medidores de 

transmitancia, de dispersión 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 alimentación de 5 V y -5 V. Se dispuso a la entrada de los reguladores de voltaje, 

una serie de capacitores de 2200 ɛF, 470 ɛF y 0,47 ɛF, para mejorar la rectificaci·n del 

voltaje. A la salida de los reguladores de voltaje se utilizaron filtros capacitivos de tantalio 

de 0,1 ɛF, 1 ɛF y 10 ɛF. 

 

Sistema de adquisición de datos: A las señales análogas de la medición de la transmitancia 

y de la dispersión de la luz a 90° y 135° en la suspensión celular, se les realiza una 

conversión digital, utilizando una tarjeta de desarrollo Arduino UNO. Para mejorar la 

resolución, se reduce el voltaje de referencia en la conversión análoga/digital de 5 V a 3,8 

V, y se programa cada valor digital como un promedio de N mediciones, que se envía cada 

250 ms al PC. Con LabVIEW se realiza una programación para tener una interfaz gráfica 

de las mediciones de las señales desde los sensores y generar unos archivos de registro que 

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

 

El efecto de la generación de burbujas de gas en la superficie de los electrodos al aplicar 

pulsos eléctricos 

 

Un efecto que generalmente ocurre desapercibido en las cubetas de electroporación es la 

generación de gases que se producen en los electrodos y ascienden muy cerca a la 

superficie de estos. Es usual que este fenómeno pase desapercibido porque la evaluación de 

la electroporación de células no se realiza en tiempo real, y además, normalmente no se usa 

agitación. En nuestro caso monitoreamos la permeabilización de los  glóbulos rojos (GR) 

en tiempo real, midiendo la transmitancia de la luz, pero esta medición está afectada por la 

luz dispersada por las burbujitas de los gases liberados desde los electrodos, incrementada 

por la agitación.  En la figura 5-6, A y B, se muestra que al aplicar 10 pulsos bimonopolares 

(BMP) a los 50 s del inicio del registro, la generación de burbujitas disminuye la 

transmitancia de la luz y dicha disminución dependerá de si el agitador está ubicado en la 

superficie del ánodo o del cátodo. La mayor disminución de la transmitancia se presenta 
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cuando el agitador está girando sobre la superficie del electrodo negativo (figura 5-6, A y 

B, curva b. Polaridad 2). Esto se debe a que la mayor generación de burbujas de gases se 

produce en esta superficie, ya que en la electrolisis, el volumen de hidrogeno producido en 

el cátodo es dos veces mayor que la cantidad de oxigeno producido en el ánodo (Yuvaraja 

and Santhanaraj, 2014). La disminución de la transmitancia es independiente de si se utiliza 

el medio de incubación (MI) (150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4) ó el 

medio de lavado (ML) (150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). 

 

 
Figura 5-6. Generación de burbujas de gas en la superficie de los electrodos al aplicar 

pulsos eléctricos bimonopolares (BMP) con diferente tiempo total de aplicación de los 

pulsos (t2 = 0,4 ɛs, t1 = t3) monitoreado por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 

nm a través del medio. A y Cï en un medio de lavado (ML) de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-

HCl, pH 7,4, B y Dï en un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 

mM Tris-HCl, pH 7,4. Los pulsos eléctricos de frecuencia 5 Hz son de polaridad 1 y 

polaridad 2, como se indica en A, aplicados a la electrocubeta de 4 mm. Cada curva 

representa un promedio de 3 curvas independientes obtenidas con el programa LabVIEW.  
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En la figura 5-6, C y D, se utiliza la ubicación del agitador en la cual se produce una mayor 

disminución de la transmitancia (polaridad 2). Al aplicar los pulsos BMP con tiempos total 

de aplicaci·n de los pulsos de 1000 ɛs, 500 ɛs, 250 ɛs y 240 ɛs, se observa que para menos 

de 500 ɛs, la disminuci·n de la transmitancia no es tan pronunciada como para 1000 ɛs. 

Este es una de las razones por las cuales los regímenes de electroporación elegidos para 

este trabajo no exceden un tiempo total de 500 ɛs de aplicaci·n de los pulsos. 

  

Formación de agregados de glóbulos rojos al aplicar pulsos eléctricos.  

 

En este trabajo mostramos que al aplicar 5 pulsos eléctricos bimonopolares (BMP) de t1 = 

25 ɛs, t3 =  25 ɛs y t2 = 0,4 ɛs a una suspensi·n de GR con agitaci·n, se observa al cabo de 

unos pocos segundos un aumento en la transmitancia de la luz, que no se debe a la 

permeabilización de los GR, ya que estas características de pulsos son insuficientes para 

permeabilizar las células (figura 5-7, A; figura 5-8, A). El aumento de la transmitancia es 

debido a la formación 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 5-7, C y D; figura 5-8, B), este resultado permite especular que los agregados 

son ocasionados por los iones de aluminio liberados desde los electrodos y que en el caso 

de los pulsos BP se ha reportado (Kotnik et. al 2001b), que para este tipo de pulsos hay una 

reducción de la contaminación electrolítica, siendo significativamente menor que la 

contaminación en caso los pulsos BMP. Es probable que en muchos de los experimentos de 

electroporación, realizados con electrocubetas comerciales, se presente contaminación 

iónica. Los efectos biológicos de los iones de aluminio liberados durante descargas 

eléctricas no se suele reportar, porque el estudio de la eletropermeabilización de células no 

se realiza normalmente con agitación magnética ni en tiempo real. 
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Figura 5-7. Formación de agregados de glóbulos rojos (GR) al aplicar pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP), monitoreada por el cambio en la transmitancia de 

la luz de 650 nm a través de la suspensión de los GR. A ï 5 pulsos BMP  y C ï 5 pulsos BP 

con t1 = 25 ɛs, t3 = 25 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs.  B ï 10 pulsos BMP  y D ï 10  pulsos BP con t1 = 50 

ɛs, t3 = 50 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs. Hematocrito 0,2% en el medio de incubaci·n de 150 mM NaCl, 

0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (+EDTA) ó en el medio de lavado de 150 mM 

NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (ïEDTA). Los pulsos eléctricos de frecuencia 5 Hz fueron 

aplicados a la electrocubeta de 4 mm, con  polaridad 1 (figura 5-6). Cada curva representa 

un promedio de 3 curvas independientes obtenidas con el programa LabVIEW.  
 

Los agregados de GR por contaminación electrolítica de aluminio se presenta cuando se 

aplican pulsos a través de electrocubetas tanto de 2 mm (2500 V/cm) como de 4 mm (1250 

V/cm) de separación entre electrodos (figuras 5-7 y 5-8, ïEDTA). Esto quiere decir que la 

reducción del campo eléctrico no soluciona el problema de agregación de los GR. Para 

evitar la agregación de los GR rojos se adicionó al medio de incubación 500 ɛM EDTA 

tetrasódico para capturar iones del aluminio liberados en el medio desde los electrodos, 

evitando la agregación de los GR (figuras 5-7 y 5-8, curvas +EDTA). Sin adición de 

EDTA, la apariencia de la suspensión es translucida y con agregados, mientras que en 

presencia de EDTA la suspensión de los GR dispersa la luz (figuras 5-7 y 5-8, fotografías 

de la suspensión de los GR con y sin EDTA). Aunque la quelación con EDTA de los iones 
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de aluminio liberados debido a la electroporación se pudo lograr con 0,2 mM de EDTA, en 

este trabajo se sobreestimó en todos los experimentos en 0,5 mM. 

 

 
Figura 5-8. Formación de agregados de glóbulos rojos al aplicar pulsos eléctricos, 

monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión 

de los GR. Aï 5 pulsos bimonopolares (BMP),  Bï 5 pulsos bipolares (BP). Hematocrito 

0,2% en el medio de incubación de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 

(+EDTA) ó en el medio de lavado de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (ïEDTA). 

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

polaridad 1, tiempos t1 = 25 ɛs, t3 = 25 ɛs, t2 = 0,4 ɛs. Cada curva representa un promedio 

de 3 curvas independientes obtenidas con el programa LabVIEW. 

 

En la tabla 5-1 se presenta un resumen de los resultados de las figuras 5-7 y 5-8. Al 

aplicarse 10 pulsos BMP (t1 = t3 =50 µs, t2 = 0,4 µs) con un tiempo total de 1000 µs a la 

suspensión de GR sin EDTA, en electrocubetas de 4 mm de separación entre electrodos 

(1250 V/cm), la transmitancia de la luz a los 200 s posteriores (T200) es de alrededor de 10 

veces más que en un medio con EDTA. La agregación de los GR es menor, si el tiempo 

total se reduce a 250 µs (5 pulsos BMP, t1 = t3 =25 µs, t2 = 0,4 µs), siendo la T200 5 veces 

más que en un medio con EDTA.  
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Tabla 5-1. Formación de agregados de las células de glóbulos rojos al aplicar pulsos 

eléctricos, monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la 

suspensión de los GR. Hematocrito 0,2% en el medio de incubación de 150 mM NaCl, 0,5 

mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (+EDTA) ó en el medio de lavado de 150 mM NaCl, 5 

mM Tris-HCl, pH 7,4 (ïEDTA). Los pulsos de la frecuencia 5 Hz, de la  polaridad 1 (figura 

5-6). T200 - Transmitancia final a los 200 s. (n=3). 

Tipo de pulso 

t2 = 0,4 µs 
Electrocubeta 

T200, % 

+EDTA -EDTA 

BMP 10 pulsos t1 = t3 =50 µs 4 mm 7,7 ± 0,6 79,9 ± 6,0 (1038%*) 

5 pulsos t1 = t3 =25 µs 
4 mm 7,9 ± 0,5 45,9 ± 2,5 (581%*) 

2 mm 7,2 ± 0,8 81,7 ± 5,9 (1135%*) 

BP 10 pulsos t1 = t3 =50 µs 4 mm 7,7 ± 0,4 8,0 ± 0,4 (104%) 

5 pulsos t1 = t3 =25 µs 
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 total de los pulsos, la contaminación electrolítica es menor (Kotnik et al., 

2001b), por lo cual no hay diferencia estadística de la transmitancia a los 200 s entre 

suspensiones de GR con presencia o ausencia de EDTA tetrasódico (tabla 5-1). 

 

Formación de agregados de células de glóbulos rojos por adición de Al3+ 

 

Para reafirmar que los iones de aluminio son los causantes de la agregación de los GR y no 

es por electrocoagulación, se adicionó sulfato de aluminio sin aplicar pulsos eléctricos. En 

la figura 5-9 se observa que en presencia de iones de Al 3+, en un medio de incubación 

fisiológico sin EDTA, con agitación constante, se desarrolla en el tiempo un aumento en la 

transmitancia de la luz que corresponde a la agregación de los GR.  
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Figura 5-9. Formación de agregados de glóbulos rojos por adición de aluminio (Al3+), 

monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión 

de los GR. Aï Adici·n de 200 ɛM de Al3+,  Bï Adici·n de 400 ɛM de Al 3+. Hematocrito 

0,2 % en el medio de incubación de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 

7,4 (+EDTA) ó en el medio de lavado de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (ïEDTA) 

en la electrocubetas de 4 mm. Cada curva representa un promedio de 3 curvas 

independientes obtenidas con el programa LabVIEW. 

 

Si el medio de incubación contiene un quelante de iones como 500 ɛM EDTA, se evita por 

completo la agregación de los GR, independiente de si la concentración de los iones de 

aluminio es 200 ɛM · 400 ɛM. La transmitancia de la luz registrada a los 200 s es de 

alrededor de 8 veces mayor para la suspensión de GR en un medio de incubación sin EDTA 

(tabla 5-2). En presencia de EDTA (figura 5-9), no hay variación en la transmitancia, la 

cual se mantiene en alrededor de 8 % durante los 200 s del registro (tabla 5-2). 

 

Tabla 5-2. Formación de agregados de las células de glóbulos rojos por adición de 

aluminio (Al 3+), monitoreado por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través 

de la suspensión de los GR. Hematocrito 0,2 % en el medio de incubación de 150 mM 

NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (+EDTA) ó en el medio de lavado de 150 

mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (ïEDTA) en la electrocubeta de 4 mm.  T200 - 

Transmitancia final a los 200 s. (n=3). 

Concentración de Al3+ 

(µM)  

T200, % 

+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 electroporación de GR en un montaje 

experimental sin agitador magnético, no se observaba la agregación de GR en una 
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suspensión sin EDTA, durante un tiempo de registro de la transmitancia de la luz menor a 5 

minutos. Al parecer la agitación constante de la suspensión celular acelera la formación de 

los agregados de los GR y en ausencia de EDTA, en menos de 300 s ya se han agregado los 

GR (figura 5-9). 

En ausencia de agitación este efecto se desarrolla lentamente y la agregación de los 

GR si se produce, pero exponiendo la suspensión de los GR a un mayor tiempo. En la 

figura 5-10 se observa que la agregación de los GR se presenta en un tiempo de 60 minutos, 

para cualquiera de las tres concentraciones de iones de aluminio (200, 400 · 800 ɛM Al3+), 

siendo más pronunciado para 800 ɛM Al 3+ (figura 5-10, B, C, D). Para el control al cabo de 

una hora no se observa agregación de los GR, pero se ven marcadas dos fases debido a la 

precipitación de los GR (figura 5-10, A).   

 
Figura 5-10. Formación de agregados de glóbulos rojos (GR) por adición de aluminio 

(Al 3+) en un tiempo de 0, 30 y 60 minutos. Hematocrito 0,2 % en el medio de lavado (ML ) 

de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4. A ï Control: Suspensión de GR en el ML. B ï 

Suspensi·n de GR en el ML con adici·n de 200 ɛM Al 3+,  C ï Suspensión de GR en el ML 

con adici·n de 400 ɛM Al 3+. D ï Suspensi·n de GR en el ML con adici·n de 800 ɛM Al 3+. 
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5.1.3 El diseño del dispositivo de medición de temperatura de la 

suspensión de células con el sensor infrarrojo 
 

Anteriormente, para el monitoreo de la temperatura de las suspensión de los glóbulos rojos, 

usábamos un termistor NTC 10K. Sus ventajas son el tamaño pequeño y el bajo costo, pero 

tiene desventajas como una constante de tiempo térmica de 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 obtenida es inferior al valor real de cambio de la 

temperatura. Como ejemplo, mostramos la curva del cambio de la temperatura (con el 

sensor termistor NTC 10K) debido a 10 pulsos eléctricos BMP ó BP con un t1 = t3 = 50 µs, 

t2 = 4 µs a una frecuencia de 1 Hz, aplicados al medio de incubación, donde el incremento 

de la temperatura es de alrededor de 2 °C (figura 5-11), la cual es alrededor de tres veces 

menor que el cambio máximo de la temperatura medida con un sensor infrarrojo en las 

mismas condiciones (tabla 5-3).  

 

 

Figura 5-11. Medición del cambio de la temperatura con el termistor NTC10K por la 

aplicación de pulsos eléctricos con t1 = 50 ɛs, t3 = 50 ɛs, t2 = 4 µs. A - 10 pulsos 

bimonopolares (BMP), B - 10 pulsos bipolares (BP). Los pulsos de 570 V de frecuencia 1 

Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm con un medio de incubación de 150 mM 

NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4. Cada curva representa un promedio de 5 curvas 

independientes obtenidas con el programa LabVIEW. 

 

Debido a esto, fue usado un sensor infrarrojo de temperatura, que tiene una respuesta 

rápida. Dentro de la amplia gama de sensores infrarrojos Melexis, se eligió el 

MLX906014ESF-BCF, donde uno de los par§metros importante es el campo de visi·n Ŭ, 
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un ángulo sólido donde la sensibilidad del sensor es mayor a 50 % (Melexis Data Sheet, 

2019). El sensor registra la temperatura promedio de un área de diámetro S, a una distancia 

D entre el sensor y el objeto medido (figura 5-12). En nuestro caso particular, Ŭ es 10°, la 

distancia S es 2 mm y la distancia D debe ser inferior a 1,14 cm, según la ecuación:  

Ὓ ςὈ ὸὥὲ‌ςϳ      (5-1)  

El sensor se conecta a la tarjeta de desarrollo Arduino, en los puertos analógicos A4 y A5, 

desde los pines del sensor SDA y SCL, respectivamente, como se muestra en la figura 5-12, 

A. 

 

 

Figura 5-12.  Conexión y característica del campo de visión del sensor infrarrojo de 

temperatura MLX906014. A ï Conexión del sensor IR a la tarjeta de desarrollo Arduino 

UNO, que realiza el envío de datos al PC. B ï Campo de visi·n Ŭ del sensor IR de 

temperatura.  
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Este sensor envía información al microcontrolador por medio de un protocolo I2C. Para 

hacer uso de este protocolo se utilizó la librería de código abierto para dispositivos 

MLX906014 de la empresa 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 incubación de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, 

pH 7,4 (MI) debido a la aplicación de pulsos eléctricos. 

 

Para asegurar que los regímenes de pulsos eléctricos utilizados en este trabajo, no generen 

un exagerado aumento de la temperatura que dañen los glóbulos rojos, se registró el cambio 

de la temperatura en el medio de incubación (MI). Se aplicaron pulsos bimonopolares y 

bipolares de 5 Hz de frecuencia con diferente tiempo total de aplicación de los pulsos y un 

tiempo de separación entre mono pulsos t2 = 0,4 µs (figuras 5-13 a 5-15). Fueron utilizadas 

electrocubetas comerciales de 2 y 4 mm de separación entre electrodos.  

 

Efecto del agitador magnético en la medición del cambio de la temperatura del medio de 

incubación 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI) debido a la aplicación 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 agitación. Las curvas del registro del 

cambio de la temperatura por la aplicación de 10 pulsos eléctricos bipolares a un medio de 

incubación (MI), indican que el pico máximo del cambio de la temperatura es mayor en la 

muestra sin agitación que cuando hay agitación y tienen diferencia estadística significativa, 

ver abajo (figura 5-13). 
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Figura 5-13.  Cambio de la temperatura por la aplicación de 10 pulsos eléctricos bipolares 

(BP) con un tiempo t1 = 50 µs, t3 = 50 µs y t2 = 0,4 µs en el medio de incubación de 150 

mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI ). a- Sin agitación. b- Con 

agitación. Los 10 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 incubación de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, 

pH 7,4 (MI) debido a la aplicación de pulsos de diferente tiempo de aplicación  total. 

 

Como se desea conocer el cambio de temperatura máximo, se estimó la situación más 

desfavorable, por lo cual todos los resultados reportados de temperatura son medidos sin 

agitación (figuras 5-14 y 5-15). 

Independiente de si se aplican pulsos eléctricos bimonopolares o bipolares al medio 

de incubación, el cambio máximo de la temperatura es igual si el tiempo de aplicación total 

de los pulsos eléctricos es el mismo, debido a que en ambos tipos de pulsos eléctricos se 

aplica la misma cantidad de energía. El aumento de la temperatura (efecto Joule) es mayor 

cuando se utilizan electrocubetas de menor separación entre electrodos, debido a que la 

resistencia del medio disminuye, por ser proporcional a esta longitud (figura 5-14).  
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Figura 5-14. Cambio de la temperatura por la aplicación de pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) de diferentes tiempos de aplicación total (250 µs, 

500 µs, 1000 µs). A ï pulsos BMP y B ï pulsos BP aplicados a electrocubetas de 2 mm. C 

ï pulsos BMP y D ï pulsos BP aplicados a electrocubetas de 4 mm. a - 10 pulsos, t1 = 50 

µs; t3 = 50 µs, t2 = 0,4 µs. b - 5 pulsos, t1 = 50 µs; t3 = 50 µs, t2 = 0,4 µs. c - 5 pulsos, t1 = 25 

µs, t3 = 25 µs, t2 = 0,4 µs. Los pulsos de frecuencia 5 Hz fueron aplicados al medio de 

incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4. Cada curva 

representa un promedio de 5 curvas independientes obtenidas con el programa LabVIEW. 

 

El caso más extremo de aumento de temperatura, sería cuando se apliquen 10 pulsos 

eléctricos BMP ó BP con un tiempo total de aplicación de pulsos de 1000 µs y una 

separación 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 características temporales para un tiempo de aplicación total de pulsos de 500 µs, 

por el cual la temperatura en la suspensión de GR aumente sólo hasta 4,03 °C, sin agitación 

(tabla 5-3). 
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Tabla 5-3. Cambio de la temperatura por la aplicación de pulsos eléctricos bimonopolares 

(BMP) y bipolares (BP) de diferentes tiempos de aplicación total (250 µs, 500 µs, 1000 µs) 

al medio de incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 

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

Tiempo total 

de aplicación 

de los pulsos 

Características de los 

pulsos, t2 = 0,4 µs 

ȹTmáx, °C, 

electrocubetas 2 mm 

ȹTmáx, °C, 

electrocubetas 4 mm  

 1000 µs 

10 pulsos BMP, 

t1 = 50 µs, t3 = 50 µs 
6,28 ± 0,15 4,91 ± 0,31 

10 pulsos BP, 

t1 = 50 µs, t3 = 50 µs 
6,22 ± 0,18 5,27 ± 0,24 

 500 µs 

5 pulsos BMP, 

t1 = 50 µs, t3 = 50 µs 
4,03 ± 0,16 2,95 ± 0,08 

5 pulsos BP, 

t1 = 50 µs, t3 = 50 µs 
4,02 ± 0,35 3,13 ± 0,17 

250 µs 

5 pulsos BMP, 

t1 = 25 µs, t3 = 25 µs 
2,53 ± 0,12 1,58 ± 0,08 

5 pulsos BP, 

t1 = 25 µs, t3 = 25 µs 
2,45 ± 0,12 1,53 ± 0,07 

 

Cambio de la temperatura del medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 5 mM Tris-

HCl, pH 7,4 debido a la aplicación de pulsos eléctricos del tiempo total de 500 µs. 

 

El pico del cambio máximo de temperatura se desplaza hacia la derecha cuando los 500 µs 

del tiempo total de aplicación de los pulsos se distribuye en un número mayor de pulsos, o 

sea cuando 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 máximo de 

temperatura para los diferentes tipos de pulso están aproximadamente a los 1 s (5 pulsos, t1 

= t3 =50 µs), 2 s (10 pulsos, t1 = t3 =25 µs)  y 5 s (25 pulsos, t1 = t3 =10 µs) (figura 5-15). 
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Figura 5-15. Cambio de la temperatura en el medio de incubación de 150 mM NaCl, 0,5 

mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI ) por la aplicación de pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) con un tiempo de aplicación total de pulsos de 500 

µs, t2 = 0,4 µs. a - 5 pulsos, t1 = 50 µs, t3 = 50 µs, b - 10 pulsos, t1 = 25 µs, t3 = 25 µs, c - 25 

pulsos, t1 = 10 µs, t3 = 10 µs. Con frecuencia 5 Hz. Electrocubetas de 2 ó 4 mm de 

separación entre electrodos. Cada curva representa un promedio de 5 curvas independientes 

obtenidas con el programa LabVIEW. 

 

Si se aplican 5 pulsos eléctricos BMP ó BP de t1 = t3 = 50 µs, los pulsos se entregan en 1 

segundo y el cambio de temperatura máximo en el caso más extremo aumentaría 4,03 °C 

(electrodos con 2 mm de separación), pero si se aplican 25 pulsos BMP ó BP de t1 = t3 = 10 

µs, los pulsos serían entregados en un tiempo de 5 segundos y el cambio de temperatura 

máximo sería 2,4 °C (tabla 5-4). Esto quiere decir que en la segunda situación el entregar 

los pulsos en un lapso de tiempo mayor, permite que los electrodos disipen más calor 

durante los 5 segundos que durante 1 segundo, registrando un valor máximo de temperatura 

menor.   
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Tabla 5-4. Cambio de la temperatura m§xima (ȹTmáx) en el medio de incubación (MI ) de 

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 por la aplicación de pulsos 

eléctricos bimonopolares (BMP) y bipolares (BP) a 5 Hz con un tiempo de aplicación total 

de pulsos de 500 µs, t2 = 0,4 µs. Electrocubetas de 2 ó 4 mm de separación entre electrodos. 

(n=5).   

Características de los pulsos, 

tiempo total de aplicación de 

los pulsos = 500 µs, t2 = 0,4 µs 

ȹTmáx, °C, electrocubetas 

2 mm 

ȹTmáx, °C, electrocubetas 

4 mm 

5 pulsos 

t1 = 50 µs 

t3 = 50 µs 

BMP 4,03  ± 0,16 2,95 ± 0,08 

BP 4,02  ± 0,35 3,13 ± 0,17 

10 pulsos 

t1 = 25 µs 

t3 = 25 µs 

BMP 3,04 ± 0,17 1,74 ± 0,17 

BP 3,04 ± 0,12 1,72 ± 0,06 

25 pulsos 

t1 = 10 µs 

t3 = 10 µs 

BMP 2,44 ± 0,07 1,55 ± 0,15 

BP 2,41 ± 0,17 1,52 ± 0,07 

 

En la tabla 5-4 se observa en general que se presenta una mayor disipación 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 menor para electrocubetas de 4 

mm de separación entre electrodos, en los experimentos con las suspensiones de GR se 

utilizan las electrocubetas con 2 mm de separación entre los electrodos para obtener un 

mayor campo eléctrico aplicado (2500 V/cm).  

En todo caso, el incremento de temperatura del medio de incubación por la 

aplicación de 5 ó 10 pulsos eléctricos, de las características usadas, es poco significativo 

para relacionar la permeabilización de células con efectos térmicos.   

 

5.2 El diseño y la construcción del generador de pulsos eléctricos de alto 

voltaje 
 

Los equipos electroporadores son utilizados en la transfección genética, en la introducción 

al interior de las células de sondas fluorescentes, enzimas, drogas y anticuerpos (Haberl et 
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al., 2013), también para la inactivación biológica de patógenos y en la extracción de 

sustancias citosólicas, por ejemplo en la aceleración de los procesos de fermentación del 

vino (Ozturk and Anli, 2017). En el mercado es común que los equipos de electroporación 

sean de una única polaridad, ya sean de pulsos de forma cuadrada o de caída exponencial. 

Con la intención de estudiar los efectos sobre las biomembranas biológicas de diversos 

tipos de pulsos eléctricos, con el fin de obtener efectos la permeabilización eléctrica 

reversible, diseñamos 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 (t1 y t3), el tiempo entre mono pulsos eléctricos (desde t2 = 0,4 

ɛs), la frecuencia y el n¼mero de pulsos aplicados en total. El electroporador dise¶ado y 

construido, en conjunto con la celda de electroporación modificada (la portacubeta del 

electroporador) con el sistema de medición en tiempo real de la temperatura, la 

transmitancia y de la dispersión de la luz, nos permitió monitorear la 

electropermeabilización y la permeabilización sinérgica de las células, aplicando pulsos 

eléctricos de distintas característica en presencia de varios péptidos policatiónicos. 

El generador de pulsos eléctricos de alto voltaje está constituido por un circuito de 

control, una fuente de alto voltaje y un circuito de disparo (figura 5-16). El circuito de 

control permite programar las variables temporales de los pulsos eléctricos y el tipo de 

pulso que entregará el electroporador. 

El circuito de disparo se encarga de aislar eléctricamente al circuito de control y 

amplificar sus señales de 5 V a un voltaje de 15 V, que es necesario para conmutar los 

transistores de potencia del circuito del puente H, permitiendo que haya un flujo de 

corriente de la fuente de alto voltaje a través de la celda de electroporación, en la cual se 

encuentra la electrocubeta con la muestra biológica. 
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Figura 5-16. Esquema general del electroporador de muestras biológicas. El circuito de 

control genera dos señales a y b de 5 V, que son convertidas en señales A y B de 15 V por 

el circuito de generación de pulsos de control del puente H, para operar los transistores de 

potencia del puente H, finalmente aplicando los pulsos de alto voltaje de distintas 

características a la celda de electroporación (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, 

que 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 error, los interruptores 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 está constituida por dos filtros en la entrada y la salida de un 

transformador TR17 que alimentan a 52 V de corriente alterna al multiplicador de voltaje 

conocido como ñVillard Cascadeò. Los filtros 1 y 2 son un arreglo de inductores y 
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capacitores que reduce los transitorios que se generan al encender o apagar el 

electroporador (figura 5-17). 

Para el multiplicador de voltaje (figura 5-17) se utilizaron capacitores de 1000 ɛF a 

250 V  (C1 a C10) y diodos 6A10 (D1 a D10) que tienen valores nominales máximos de 10 

A de corriente y 1000 V. Se agregó al multiplicador de voltaje un banco de 6 capacitores de 

4700 ɛF/450 V (C11 a C16), que permite mantener el voltaje constante durante la 

aplicación de los pulsos. El voltaje entregado por la fuente de alto voltaje está dado por la 

ecuación: 
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donde I es la corriente; f es la frecuencia; C es la capacitancia; n es el número de etapas de 

multiplicación del voltaje. Esta ecuación es válida si la tierra es la terminal negativa del 

capacitor C6. Para calcular el voltaje, en el caso que la tierra sea el terminal negativo del 

capacitor C1, se sustituye en la ecuación analítica del voltaje, la variable n por n-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 fuente de alimentación o la capacitancia de los 

condensadores. Para la configuración que se observa en la figura 5-17, la fuente de alto 

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

pulsos eléctricos se apliquen a una electrocubeta que contenga un medio de incubación, el 

voltaje que cae sobre ella será inferior a 600 V, dependiendo de su geometría y de la 

conductividad del medio.  
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Figura 5-17.  La fuente de alto voltaje. El transformador TR17 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 

multiplicaci·n de voltaje. C11 a C16 son el banco de capacitores. La resistencia de 10 kɋ  

permite descargar los capacitores al apagar el equipo. 

 

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

ser descargados a trav®s de una resistencia de 10 kɋ al mantener presionado un pulsador 

durante 3 minutos. Además, la fuente de alto voltaje se protege con un fusible de 1 A, en 

caso de un corto circuito o sobrecarga. 

 

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

control) 
 

Para el circuito de control, para formación de pulsos eléctricos con características 

deseables, se eligió la tarjeta Intel Galileo, que tiene un procesador Intel® Quark SoC 
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X1000 (figura 5-18), que tiene, como posibilidad fundamental, el poseer dos puertos de 

salida rápida (fastGpioDigitalWrite), que genera señales de 0 a 5 voltios, con una 

frecuencia máxima de 2,93 MHz, suficiente para generar pulsos con tiempos desde 0,4 ɛs. 

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 el almacenamiento del sistema operativo y la programación del procesador (ver 

Anexo A.3.1). El Intel Galileo permite controlar todas las características de los pulsos 

monopolares, bipolares y bimonopolares, a través de dos señales de control a y b de 5 V 

(figura 5-19). 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 

aplicación de los pulsos, y un teclado para ingresar la elección del tipo de pulso eléctrico. 

 

 

Figura 5-18. El circuito digital de formación 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 señales de control a y b de 5 V. 

 

Debido a la alta sensibilidad al ruido electromagnético, la tarjeta Intel Galileo se ubicó en 

una jaula de Faraday y se modificó el adaptador CA/CC con un arreglo de filtros EMC 

(EMC: Electromagnetic compatibility), para evitar ruidos eléctricos provenientes de la red 

eléctrica (figura 5-18). 
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Figura 5-19. Señales de control a y b generadas por la tarjeta Intel Galileo, para la 

formación de un pulso bipolar de t1 = t3 = 1 ɛs, t2 = 1 ɛs, como ejemplo.  

 

A manera de ejemplo se registró, con el osciloscopio portatil ScopeMeter® 124B de la 

marca Fluke, las señales de control a y b de 5 V que entrega el circuito de control para 

generar pulsos bipolares, con un tiempo de duración de los mono pulsos t1 y t3 de 1 ɛs y un 

tiempo t2 entre los dos mono pulsos de 1 ɛs (figura 5-19). 

 
| 

5.2.3 El circuito de disparo de pulsos eléctricos de alto voltaje aplicados a 

la celda de electroporación 

 

El circuito de disparo de pulsos de alto voltaje consta de un circuito de generación de 

pulsos de control del puente H (figura 5-21) y de un arreglo de transistores de potencia 

llamado puente H (figura 5-22). El circuito de generación de pulsos consta de dos 

optoacopladores que aíslan eléctricamente del alto voltaje al circuito de control y amplifica 

las señales a y b de 5 V (figura 5-19) a las señales A y B de 15 V (figura 5-20), necesarias 

para poner en saturación los transistores de potencia del puente H. 
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Figura 5-20. Señales de voltaje VA y VB de los optoacopladores  para la generación de un 

pulso bipolar de t1 = t3 = 1 ɛs, t2 = 1 ɛs, como ejemplo. 

 

Los optoacopladores utilizados son de referencia IX3180 de la empresa IXYS, 

desarrollados especialmente para controlar transistores de potencia y ofrecen alta velocidad, 

permitiendo generar mono pulsos desde 0,4 ɛs (ver Anexo A.3.3). Los 15 V de 

alimentación de los optoacopladores provienen de un adaptador de CA/CC, basado en un 

regulador de voltaje 7815 (figura 5-21).  

Las señales a y b del procesador Intel Galileo, son recibidas a través de unas 

resistencias de 51 ɋ conectadas a los pin 2 de los optoacopladores IX3180. El 

optoacoplador está 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 voltaje, a través del pin 5 del optoacoplador (figura 

5-21). 
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Figura 5-21. El circuito de generación de pulsos de control del puente H. Los 

optoacopladores IX3180 amplifican las señales a y b de 5 V a señales A y B de 15 V, y 

aíslan al circuito de control de la fuente de alto voltaje. La alimentación se realiza con un 

adaptador de CA/CC basado en un regulador de voltaje 7815. 

 

El circuito de puente H es una configuración de varios transistores de potencia, que son los 

MOSFETs (Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor) o IGBTs (Insulated Gate 

Bipolar Transistor), que tienen la característica de ser conmutados por voltaje. El circuito 

del puente H (figura 5-22) difiere de los puentes H básicos, en que no todos los transistores 

de potencia son del tipo N. Los transistores utilizados en Q1 y Q3, son MOSFETs tipo P, 

esto evita la utilización de circuitos bootstrap en la parte superior del puente H, sin la 

necesidad de limitarse a trabajar sólo a frecuencias altas de conmutación. La limitante de 

esta configuración de puente H con MOSFETs tipo P son los voltajes máximos de trabajo 

(600 V), que son inferiores a los de los transistores de potencia tipo N (1200 V). El circuito 

permite, en caso necesario, usar MOSFETs de más alto voltaje. 
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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 conducción, se genera un pulso de polaridad positiva. En el 

caso de que entren en conducción los transistores de potencia Q6, Q2 y Q3, el pulso será de 

polaridad negativa. 

 

Las resistencias Rd de 200 kɋ paralelas a los transistores de potencia Q1, Q2, Q3 y Q4, 

ofrecen un camino de baja resistencia, para que las capacitancias parasitas de los MOSFETs 

tipo p (Q1 y Q3),  se descarguen rápidamente y pasen a no conducción. En ausencia de 

estas resistencias, Q1 y Q3 tardarían en pasar a corte y los pulsos de alto voltaje tendrían 

una caída exponencial de varios milisegundos, lo que no es aceptable. Las señales de 

voltaje A y B (VA y VB) de los optoacopladores (figura 5-20), son las que controlan el 

puente H y pueden ser 0 V ó 15 V. Un VA de 15 V permite que los transistores de potencia 

Q5, Q1 y Q4 entren en conducción y un VB de 15 V hará lo mismo para los transistores de 

potencia Q6, Q2 y Q3. El puente H funciona en tres combinaciones posibles. La primera es 

cuando VA es 15 V, mientras que VB es 0 V. En este caso los transistores de potencia Q5, 

Q1 y Q4 entran en saturación (conducción), 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 biológica en la electrocubeta, esto se relaciona con la aplicación de un pulso de alto 
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voltaje de cierta polaridad (figura 5-23). La segunda combinación posible es invertir la 

situación anterior; en este caso los transistores de potencia Q5, Q1 y Q4 no conducirían, eso 

implica que el VA es de 0V, mientras que los transistores de potencia Q6, Q2 y Q3 están en 

saturación (VB=15 V). Esto permitirá que la corriente a través de la cubeta fluya, pero en 

sentido contrario a la primera combinación, lo que representaría una aplicación de un pulso 

de alto voltaje de polaridad contraria. La tercera combinación es cuando el VA = VB = 0V; 

en esta situación ningún transistor conducirá y no habría voltaje aplicado a la muestra 

biológica. Existen otras combinaciones adicionales, que no se deben permitir, porque 

generarían un corto circuito de la fuente de alto voltaje, una de estas combinaciones es 

cuando los transistores Q1 y Q2 están en conducción. 

 

 

Figura 5-23. Forma de las señales de control A y B, para obtener A - pulsos monopolares 

(MP); B - pulsos bipolares (BP); C - pulsos bimonopolares (BMP). El tiempo t1 y t3, es el 

tiempo del primer y del segundo mono pulso, respectivamente. El t2 es el tiempo de 

separación temporal entre los dos mono pulsos. 
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En todos los ensayos se monitoreó la forma de los pulsos eléctricos, usando el osciloscopio 

ScopeMeter 124B Fluke, que permite la visualización y captura de la imagen de los pulsos 

eléctricos por medio del programa FlukeView 2 ScopeMeter (figura 5-24). 

  

 

Figura 5-24.  Monitoreo de la forma de los pulsos eléctricos, usando el osciloscopio 

portátil ScopeMeter 124B de Fluke. Pulsos eléctricos bimonopolares (BMP) y bipolares 

(BP) con diferente carga eléctrica.  A, C, E, G - Pulsos aplicados sobre una resistencia de 

22 ɋ. B, D, F, H -  Pulsos aplicados sobre un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 

0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 en la electrocubeta de 2 mm. Los tiempos t1, t2 y t3 

se indican en la figura. 

 



65 
 

 

A manera de ejemplo, algunos pulsos eléctricos se aplicaron a dos cargas diferentes (figura 

5-24), una resistencia de 22 ɋ y un medio de incubación (MI) de 150 mM NaCl, 0,5 mM 

EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 en la electrocubeta de 2 mm, con el fin de establecer la 

resistencia interna de la fuente de alto voltaje y la resistencia del MI. El voltaje en la 

resistencia de 22 ɋ al aplicar los pulsos el®ctricos es de 595 V, (figura 5-24, A, C, E, G) y 

el voltaje aplicado en el medio de incubación es de 500 V (figura 5-24, B, D, F, H). Estas 

caídas de voltaje de 5 V y 100 V, permiten estimar que la resistencia interna de la fuente de 

alto voltaje es de alrededor de 1,03 ɋ, y que la resistencia en la electrocubeta de 2 mm con 

400 ɛl del medio MI, con un §rea de cada electrodo de 2 cm2 es de alrededor de 4,5 ɋ. 

En resumen, utilizando las diferentes combinaciones de las señales A y B, se pueden 

generar pulsos monopolares, pulsos bimonopolares o pulsos bipolares de distintas 

características de la duración de los pulsos, de la separación entre el primero y el segundo 

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

aplicar a la suspensión de células (figura 5-23). Además, la fuente de alto voltaje tiene la 

resistencia interna relativamente baja, aceptable para la experimentación planteada, con el 

uso de medios salinos fisiológicos en la electrocubeta.   

 

5.3 La potenciación eléctrica de la permeabilización de los glóbulos rojos 

con péptidos policatiónicos 
 

Para estudiar la posibilidad de la potenciación de la permeabilización de los GR con pulsos 

eléctricos y péptidos policatiónicos, se utilizaron pulsos eléctricos que en ausencia de 

péptido inducen una baja permeabilización de la membrana plasmática celular y 

concentraciones de péptido que en ausencia de pulsos eléctricos generan una 

permeabilización despreciable (Lemeshko, 2013).  

De esta manera, al aplicar los pulsos eléctricos BMP en presencia de un péptido, se 

presenta una permeabilización que no es la suma de los efectos causados por los pulsos y el 

péptido por separado, sino una potenciación eléctrica de la permeabilización, un efecto 

sinérgico. 
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Los primeros resultados mostrados son de electropermeabilización de los GR en ausencia 

de péptido (figura 5-25). Los tiempos totales de aplicación de los pulsos eléctricos fueron 

inferiores a 500 ɛs, con lo que el incremento de la temperatura de la muestra es alrededor 

de solamente 4 °C (ver tabla 5-4). Los 500 ɛs pueden ser entregados en diferente n¼mero 

de pulsos (igual cantidad de energía), pero se favorece más la formación de poros en las 

membranas de los GR si se aplican 5 pulsos BMP (t1 = t3 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) en 

comparación con 25 pulsos BMP más cortos (t1 = t3 = 10 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) (figura 5-25). En 

el caso de aplicar pulsos BP, para cualquiera de los dos tiempos (t1 = t3 = 10 ɛs, t2 = 0,4 ɛs 

ó t1 = t3 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) se presenta la cancelaci·n de la permeabilizaci·n de los GR. 

Algunos autores plantean que la cancelación de la permeabilización sólo se da con 

pulsos BP con tiempos en el orden de los nanosegundos y tal vez en el menor rango de los 

microsegundos, pero no se observa para la electroporación con los pulsos de multi-

microsegundos y milisegundos (Pakhomov et al., 2018). Esto nos indica que si trabajamos 

con pulsos BMP con t1 = t3 = 50 ɛs en vez de t1 = t3 = 10 ɛs, la permeabilizaci·n es mayor, 

pero es un tiempo (50 ɛs) que aun permite la cancelaci·n de la permeabilizaci·n al aplicar 

pulsos BP (figura 5-25). Por esta razón, los primeros experimentos los iniciamos con pulsos 

con tiempos t1 = t3 = 50 ɛs y luego se explora con diferentes tiempos t1, t2, t3. Para pulsos 

bipolares con tiempo t1 y t3 superiores a 500 ɛs el efecto de cancelaci·n ya no se presenta y 

al contrario, hay un incremento en la permeabilización (Kotnik et al., 2001a). Esto es 

debido a que el monopulso de tiempo t1 es suficiente para generar poros estables en el polo 

de las células más cercano al ánodo (ver figura 2-5) y al aplicar el segundo monopulso de 

tiempo t3 de polaridad contraria, se generan adicionalmente poros estables en el otro polo 

de las células (no perforadas todavía), el cual es más cercano al cátodo.  
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Figura 5-25. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP). A ï 25 pulsos (t1 = 10 ɛs, t3 = 10 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) y 

B ï 5 pulsos (t1 = 50 ɛs, t3 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs). a -  pulsos BMP; b - pulsos BP. La 

permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a 

través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de 

frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm (n=5-6). 

 

En los resultados reportados en las figuras 5-26 a la 5-36, se explora la permeabilización de 

los GR con pulsos eléctricos de diferentes tiempos t1, t2, t3. Resultados presentados en las 

figuras 5-26 a la 5-29 corresponden a los casos de la aplicación de los pulsos eléctricos a la 

suspensión de GR en ausencia de péptido y en las figuras 5-31 a la 5-36 a los casos de la 

aplicación de los pulsos eléctricos en presencia de los péptidos policatiónicos BTM-P4 y 

BTM-P1. Estos primeros experimentos, realizados sin repeticiones, permitieron obtener una 

evaluación de la dependencia de la permeabilización de los GR con los pulsos eléctricos de 

diferentes tiempos (t1, t2 y t3) de los pulsos eléctricos. 

 

La permeabilización de los glóbulos rojos con pulsos eléctricos de diferentes 

características. 

 

Al aplicar los pulsos eléctricos de diferentes características (ver figura 4-1), con un t1 + t3 = 

100 ɛs, a la suspensi·n de los GR, se pueden distribuir como t1 = t3 =  50 ɛs · t1 = 95 ɛs y 

t3 =  5 ɛs. En el caso de aplicar 5 pulsos BMP con t1 = t3 =  50 ɛs, la permeabilizaci·n de los 

GR es mayor cuando el tiempo es t2 = 0,4 ɛs, en comparación con el caso de t2 =  10 ms. 

Esto indica que con una separación t2 menor entre los dos monopulsos de igual polaridad, 

se favorece la formación de los poros en los glóbulos rojos (figura 5-26, A). La cancelación 
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de la permeabilización de los GR al aplicar los 5 pulsos BP es muy expresada e igual para 

ambos valores de tiempo t2 (0,4 ɛs · 10 ms) (figura 5-26, C). 

En el otro caso, de una distribución desigual de tiempos t1 (95 ɛs) y t3 (5 ɛs), la 

permeabilización de los GR con 5 pulsos BMP (figura 5-26, B) es igual para cualquier 

intervalo de tiempo t2 (0,4 ɛs · 10 ms). Esto refleja que el primer monopulso de 95 ɛs es 

suficiente para permeabilizar los GR y el segundo monopulso de, 5 ɛs, con tiempos t2 de 

0,4 ɛs · 10 ms, no aporta esencialmente en la permeabilización de los GR.  

Por otro lado, con pulsos BP, mostramos que con t2 de en el orden de los 

microsegundos, hay cancelación de la permeabilización celular cuando el monopulso de 

polaridad contraria es menor (figura 5-26, C, D). Se puede ver también que la 

permeabilización de los GR causada por un monopulso de tiempo t1 = 95 ɛs, es cancelada 

por un monopulso de polaridad contraria de tiempo t3 = 5 ɛs, siendo el efecto de 

cancelación de la permeabilización más expresado si el t2 es menor (0,4 ɛs) (figura 5-26, 

D). Es posible que en un tiempo t2 de 10 ms sea suficiente para que los glóbulos rojos 

roten, exponiendo otra zona de la superficie de la célula para la permeabilización, y además 

disminuyendo el efecto de cancelación en la zona de inicio de la permeabilización causada 

por el primer pulso. La cancelación de la permeabilización celular con pulsos BP con una 

distribución desigual del tiempo t1 y t3, también ha sido reportada con pulsos del orden de 

los nanosegundos (t1 = 900 ns y t3 = 300 ns), mostrando una reducción significativa en la 

permeabilización celular (Valdez et al., 2017). 
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Figura 5-26. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 

(ver figura 5-23). A ï pulsos BMP y C ï pulsos BP (t1 = 50 ɛs, t3 = 50 ɛs) con distintos 

tiempos t2: a -  t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms. B ï pulsos BMP y D ï pulsos BP (t1 = 95 ɛs, t3 = 

5 ɛs) con distintos tiempos t2; a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms. La permeabilización fue 

monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión 

de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM 

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

a la electrocubeta de 2 mm con la suspensión de GR. 

 

Distribuyendo el tiempo de los bipulsos como t1 = 50 ɛs y t3 =  5 ɛs (figura 5-27), la 

permeabilización de los GR con pulsos BMP es menor entre mayor sea el tiempo t2 de 

separación entre dos monopulsos (figura 5-27, A). En los casos con pulsos BP, se observó 

que para el efecto de cancelación bien expresivo de la permeabilización de los GR causada 

por el primer monopulso es suficiente que el segundo monopulso, de la polaridad contraria, 

sea muy corto, de t3 = 5 ɛs, independiente del tiempo t2 (figura 5-27, B). 
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Figura 5-27. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 

(ver figura 5-23). A ï pulsos BMP y B ï pulsos BP (t1 = 50 ɛs, t3 = 5 ɛs) con distintos 

tiempos t2: a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms; b - t2 = 100 ms. La permeabilización fue 

monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión 

de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM 

EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz fueron 

aplicados a la electrocubeta de 2 mm con la suspensión de GR. 

 

Se observa que hay una mayor permeabilización de los GR con 5 pulsos eléctricos BMP, si 

el pulso t3 es mayor (figura 5-28, A), esto indica que el grado de permeabilización por 

pulsos BMP aumenta a mayor tiempo t1 + t3. En el caso de aplicar pulsos BP (figura 5-28, 

C), la cancelación de la permeabilización de los GR, es menor con tiempo t3 = 50 ɛs (31 % 

de la permeabilización alcanzada con los pulsos BMP de las mismas características de 

tiempo), mientras que con un pequeño pulso t3 de 5 ɛs y 20 ɛs, es suficiente para cancelar 

significativamente la permeabilización de los GR, alcanzando con ambos tiempos t3 sólo el 

10 % de la permeabilización alcanzada por los pulsos BMP de los mismos tiempos (t1 = 50 

ɛs, t3 = 5 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs · t1 = 50 ɛs, t3 = 20 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs) (figura 5-29).  

La figura 5-29 presenta la velocidad de incremento de la transmitancia (VIT), en 

unidades %/min, normalizada como 100% el VIT debido a la aplicación de pulsos BMP 

con tiempo t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs y diferente tiempo del segundo monopulso (t3).  
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Figura 5-28. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 

(ver figura 5-23). A ï pulsos BMP y C ï pulsos BP (t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) con distintos 

tiempos t3: a - t3 = 50 ɛs; b - t3 = 20 ɛs; c - t3 = 5 ɛs. B ï pulsos BMP y D ï pulsos BP 

(tiempo total  t1 + t3 = 100 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs) con distintos tiempos t1 y t3: a - t1 = 50 ɛs, t3 = 

50 ɛs; b - t1 = 80 ɛs, t3 = 20 ɛs. La permeabilizaci·n fue monitoreada por el cambio en la 

transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en 

el medio de incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, 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 total t1 + t3 = 100 ɛs, independiente de la 

distribución de los tiempos (t1 = 50 ɛs y t3 = 50 ɛs · t1 = 80 ɛs y t3 = 20 ɛs), para 5 pulsos 

BMP la permeabilización de los GR es igual (figura 5-28, B). Si son aplicados 5 pulsos BP, 

para cualquier combinación de t1 y t3, de estas dos opciones 50/50 ó 80/20, la cancelación 

de la permeabilización de los GR será igual (figura 5-28, D). Es posible que la 

permeabilización de los GR alcanzada con los pulsos BP, con el tiempo t3 = 50 ɛs, no s·lo 

cancela, sino que es suficiente para comenzar a generar nuevos poros (figura 5-28, B), por 

esto la permeabilización es tres veces mayor que la generada por pulsos BP con tiempo t3 = 

5 ɛs y 20 ɛs (figura 5-29). 
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Figura 5-29. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP) (t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) con distintos tiempos t3 (t3 = 

50 ɛs; t3 = 20 ɛs; t3 = 5 ɛs, ver figura 5-23). A ï Velocidad de incremento de la 

transmitancia, VIT (%/min). B ï Valor normalizado al 100%. La permeabilización fue 

monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión 

de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM 

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

a la electrocubeta de 2 mm. 
 

Potenciación de la permeabilización de los glóbulos rojos con péptidos policatiónicos 

aplicando pulsos eléctricos de diferentes tiempos t1, t2, t3. 

 

Utilizando péptidos policatiónicos, a una concentración que genera una permeabilización 

despreciable de los GR, y aplicando 5 pulsos eléctricos BMP con tiempos t1 = t3 =  50 ɛs y 

t2 de 0,4 ɛs, se logra mostrar una potenciaci·n muy significativa de la permeabilizaci·n de 

los GR. El efecto obtenido, sinérgico, es muy superior a la suma de los efectos de 

permeabilización causados independientemente por los pulsos eléctricos BMP y por los 

péptidos policatiónicos, en la figura 5-30 se muestra un ejemplo de este efecto sinérgico. En 

general se observa que la permeabilización sinérgica de los GR, por la acción simultánea de 

los pulsos eléctricos y los péptidos policatiónicos, es mayor en presencia de 2 ɛM BTM-P4, 

que para 5 ɛM BTM-P1. Ambos péptidos policatiónicos tienen la misma carga neta, pero el 

péptido BTM-P4 (Orduz y Lemeshko, 2016) es más largo, teniendo 7 aminoácidos más al 

inicio que el péptido BTM-P1 (Lemeshko et al., 2006a, 2006b; Lemeshko, 2011; 

Lemeshko, 2013).  
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Figura 5-30. Efecto sinérgico de la permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos 

eléctricos bimonopolares (BMP) y péptido policatiónico BTM-P4 (P4). 5 Pulsos BMP (t1 = 

t3 = 50 ɛs; t2 = 0,4 ɛs, ver figura 5-23). 2 ɛM BTM-P4 (P4). a ï Solo péptido; b ï solo 

pulsos; c ï Suma de las curvas a y b; d ï efecto sinergíco, pulsos más péptido. La 

permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a 

través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de 

frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm. 

 

La permeabilización de los GR debido a la aplicación de 5 pulsos BMP con un 

tiempo total t1 + t3 = 100 ɛs, ya sea con un tiempo t1 = t3 =  50 ɛs · t1 = 95 ɛs, t3 = 5 ɛs en 

presencia del péptido policatiónico BTM-P4 es prácticamente igual, independiente del 

tiempo t2, de 0,4 ɛs, 10 ms ó 100 ms (figura 5-31, A y B). Este comportamiento es similar 

para péptido  BTM-P1, para pulsos BMP con cualquier tiempo t2 mencionado (figura 5-31, 

C y D). 
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Figura 5-31. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 (ver figura 5-23) en 

presencia de péptido policatiónico BTM-P4 (P4) ó BTM-P1 (P1). A y C ï Pulsos BMP (t1 

= 50 ɛs, t3 = 50 ɛs); con distintos tiempos t2. a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms. B y D ï Pulsos 

BMP (t1 = 95 ɛs, t3 = 5 ɛs) con distintos tiempos t2. a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms; c - t2 = 

100 ms. La permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 

650 nm a través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación 

(MI ) de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de 

frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm. 

 

Aplicando 5 pulsos BP a la suspensión de GR con un tiempo total t1 + t3 = 100 ɛs, 

distribuidos como t1 = t3 = 50 ɛs en presencia del p®ptido  BTM-P4 (figura 5-32, A y C), la 

velocidad de incremento de la transmitancia (VIT) con un tiempo de separación t2 = 10 ms, 

entre los monopulsos, es 1,5 veces mayor que para t2 = 0,4 ɛs (figura 5-32, A). Esto indica 

que la cancelación de la permeabilización de los GR es mayor cuando el pulso de polaridad 

contraria es aplicado rápidamente (t2 = 0,4 ɛs). Igualmente sucede esto si el p®ptido es 

BTM-P1: aplicando los pulsos BP (t1 = t3 = 50 ɛs) con t2 = 10 ms, la VIT es 3,4 veces 

mayor que para el caso de t2 = 0,4 ɛs (figura 5-32, C).  



75 
 

 

Aplicando 5 pulsos BP (t1 + t3 = 100 ɛs), con t1 = 95 ɛs y t3 = 5 ɛs, y los tiempos t2 

de 0,4 ɛs, 10 ms y 100 ms (figura 5-32, B y D) en presencia de BTM-P4, la cancelación de 

la permeabilización de los GR disminuye entre mayor sea el tiempo t2 (figura 5-32, B) ó 

BTM-P1 (figura 5-32, D). Esto significa que el segundo mono pulso, de polaridad 

contraria, con s·lo 5 ɛs (t3) es suficiente para revertir la formación de nuevos poros, si este 

pulso es aplicado rápidamente (t2 = 0,4 ɛs). En el caso de t2 = 100 ms, el efecto de 

cancelación de la permeabilización es muy reducido. En general, el efecto de cancelación 

de la permeabilización eléctrica de los GR es más expresado en presencia del péptido 

BTM-P1 (figura 5-32). 

 

 
Figura 5-32. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bipolares (BP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 (ver figura 5-23) en 

presencia de péptido policatiónico BTM-P4 (P4) ó BTM-P1 (P1). A y C ï Pulsos BP (t1 = 

50 ɛs, t3 = 50 ɛs) con distintos tiempos t2. a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms. B y D ï Pulsos BP 

(t1 = 95 ɛs, t3 = 5 ɛs) con distintos tiempos t2. a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 ms; c - t2 = 100 ms. 

La permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm 

a través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación (MI ) de 

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4). Los 5 pulsos de 500 V de 

frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm con la suspensión de GR. 

 

Si utilizamos un tiempo total t1 + t3 = 55 ɛs, distribuido como t1 = 50 ɛs y t3 = 5 ɛs, la 

permeabilización de los GR cuando se aplican pulsos BMP en presencia del péptido BTM-
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P4 (figura 5-33, A) ó BTM-P1 (figura 5-33, C) va a ser mayor si el segundo pulso 

monopolar se aplica rápidamente (0,4 ɛs), mientras que si es aplicado en un tiempo t2 de 

100 ms, es posible que los glóbulos rojos hayan rotado y el segundo mono pulso no ayuda a 

reforzar la permeabilización del primer pulso. En el caso de aplicar pulsos BP en presencia 

del péptido BTM-P4 (figura 5-33, B) ó BTM-P1 (figura 5-33, D), la cancelación de la 

permeabilización es muy expresada cuando el t2 = 0,4 ɛs. Si el p®ptido usado es el BTM-

P1, la permeabilización de los GR con un tiempo t2 de 0,4 ɛs es muy baja, con una VIT de 

0,6 %/min que es alrededor de 4,6 veces menos que con un tiempo t2 de 100 ms.  

 

 
Figura 5-33. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) de diferentes características de tiempo t1, t2 y t3 (ver figura 5-23) en 

presencia de péptido policatiónico BTM-P4 (P4) ó BTM-P1 (P1). A y C ï Pulsos BMP, B 

y D ï Pulsos BP (t1 = 50 ɛs, t3 = 5 ɛs) con distintos tiempos t2: a - t2 = 0,4 ɛs; b - t2 = 10 

ms. La permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 

nm a través de la suspensión de los GR (hematocrito 0,2% en el medio de incubación de 

150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI )). Los 5 pulsos de 500 V de 

frecuencia 5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm, con la suspensión de GR. 

  

La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) en presencia de péptidos policatiónicos 

BTM-P4 ó BTM-P1 y 5 pulsos eléctricos BMP con tiempo t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs y 
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diferentes tiempos t3, generan mayor permeabilización con un tiempo t3 mayor (figura 5-34, 

A y C). En el caso de emplear pulsos BMP con un tiempo total t1 + t3 = 100 ɛs, 

independiente de la distribución de los tiempos (t1 = 50 ɛs y t3 = 50 ɛs · t1 = 80 ɛs y t3 = 20 

ɛs · t1 = 95 ɛs y t3 = 5) en presencia de péptido BTM-P4 (figura 5-34, B), la 

permeabilización de los GR es igual. Similarmente ocurre si es usado el péptido BTM-P1 

(figura 5-34, D). 

 

 
Figura 5-34. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 (ver figura 5-23) en 

presencia de péptido policatiónico BTM-P4 (P4) ó BTM-P1 (P1). A y C ï Pulsos BMP (t1 

= 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) con distintos tiempos t3: a - t3 = 50 ɛs; b - t3 = 20 ɛs; c - t3 = 5 ɛs. B y 

D ï Pulsos BMP con un tiempo total de t1 + t3 = 100 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs; con distintos tiempos 

t1 y t3: a -  t1 = 50 ɛs, t3 = 50 ɛs; b - t1 = 80 ɛs, t3 = 20 ɛs; c - t1 = 95 ɛs, t3 = 5 ɛs. La 

permeabilización fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a 

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

NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI )). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 

5 Hz fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm. 

 

En el caso de aplicar pulsos BP (figura 5-35, A y C), variando el tiempo t3, en presencia de 

BTM-P4 ó BTM-P1, se observa mayor cancelación de la permeabilización cuando el 
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tiempo t3 es 5 y 20 ɛs, comparando con el caso de t3 = 50 ɛs. O sea, cuando el segundo 

monopulso es grande, su tiempo es suficientemente no solamente para cancelar el efecto de 

permeabilización de GR causado por el primer monopulso, sino también para iniciar la 

formación de nuevos poros.  

En la figura 5-35, B y D, con el tiempo total (t1 + t3) de 100 ɛs de los pulsos BP, se 

muestra que, en presencia de cualquiera de los dos péptidos policatiónicos, el segundo 

monopulso corto, de tiempo t3 = 5 ɛs, es suficiente para que se exprese una mayor 

cancelación de la permeabilización de los GR, aplicando pulsos BP.  

 

 
Figura 5-35. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bipolares (BP) de diferentes características de tiempos t1, t2 y t3 (ver figura 5-23) en 

presencia de péptido policatiónico BTM-P4 (P4) ó BTM-P1 (P1). A y C ï Pulsos BP (t1 = 

50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs); con distintos tiempos t3: a - t3 = 50 ɛs; b - t3 = 20 ɛs; c - t3 = 5 ɛs. B y D 

ï Pulsos BP con un tiempo total de t1 + t3 = 100 ɛs,  t2 = 0,4 ɛs; con distintos tiempos: a -  

t1 = 50 ɛs, t3 = 50 ɛs; b - t1 = 80 ɛs, t3 = 20 ɛs; c - t1 = 95 ɛs, t3 = 5 ɛs. La permeabilizaci·n 

fue monitoreada por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la 

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

mM EDTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 (MI )). Los 5 pulsos de 500 V de frecuencia 5 Hz 

fueron aplicados a la electrocubeta de 2 mm. 

 

En la figura 5-36 se presenta la velocidad de incremento de la transmitancia (VIT) en 

unidades %/min y normaliza como 100% el VIT debido a la aplicación de pulsos BMP con 

tiempo t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs, para diferentes valores de tiempo del segundo monopulso (t3) 

en presencia de péptido BTM-P4 ó BTM-P1. Con el péptido BTM-P4 la cancelación de la 
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permeabilización de los GR es menor (VIT normalizado de 10 % a 14 %) comparado con el 

péptido BTM-P1 (VIT normalizado de 4 % a 6 %) (figura 5-36).   

 

 

Figura 5-36. La permeabilización de los glóbulos rojos (GR) con pulsos eléctricos 

bimonopolares (BMP) ó bipolares (BP) (t1 = 50 ɛs, t2 = 0,4 ɛs) con distintos tiempos t3 (t3 = 

50 ɛs; t3 = 20 ɛs; t3 = 5 ɛs, ver figura 5-23) en presencia de péptido policatiónico. A y B ï 

Con BTM-P4; C y D ï Con BTM-P1. A y C ïVelocidad de incremento de la transmitancia, 

VIT (%/min). B y D ï Valor normalizado al 100%. La permeabilización fue monitoreada 

por el cambio en la transmitancia de la luz de 650 nm a través de la suspensión de los GR 

(hematocrito 0,2% en el medio de incubación de 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM 

Tris-HCl, pH 7,4 (MI )). 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 péptido BTM-P4 como para el 

BTM-P1, el efecto de la cancelación de la permeabilización de los GR es mayor con el  t1 = 

50 ɛs y t3 = 20 ɛs (VIT normalizado de 10 % a 4 %, respectivamente), comparando con los 

pulsos BMP (figura 5-36). Esto indica que el tiempo alrededor de un t3 = 20 ɛs es ·ptimo 

para una mayor cancelación de la permeabilización, y que el segundo monopulso con  t3 > 

20 ɛs no solo cancela, sino tambi®n induce nuevos poros en la membrana. Por otro lado, los 






































































































































