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Se rcalila Ullestudio "in vitro" para analizar el relardo del proceso de polimerización nlando las soluciones de moléculas de desoxihemo-
glohina S ~on sometidas a la acción de diferentes umbrales de inlensidad del cnmpo eléctrico pulsante. f\1t:diante la medición del tiempo de
rclaj3ci<'lnIransvers31 efel'livo del protón de agua. se cuanlilican las v<lriaciollcs del tiempo de demora cuando estas soluciones son somelidas
a la ~1Cci¡'¡llde cste agente físico. Se concluye que existe un aumento del tiempo dc demora de las soluciones L1ct1csoxihemoglohinas tratadas
con campo déctrico plllsantc respecto al de las solucioncs colllrn1cs. Este alllllclIto del tiClllPOdc demora se dche a interan'iofles direct<.lscon
las moléculas L1edesoxil1clTloglohina S. cxplkando eslo el retardo signilicativo del proceso lit' polimcri/acil'lIl ohservado en las soluciones
lratadas.

J)('scril'lo/"(',C Tiempo de relajación transversal efeclivo del protón de agua: moléculas de desoxil1ellloglohina S; tiempo de demora

An ..in vitro" study is madc lO analYlc tbe dclay of Ihe polyrnerization lllH..Icrgollehy tbe deoxyhemoglobin Illolccules sohHions when
suhjcctcd to lhc action 01"differcnt intensily lhresholds of a pulscd e!cctric lidd. By lTlcans 01' the llleaSllrelllcnt 01' the cffectivc Iransverse
water prOltlll relaxatioll timc. the varialions of lhe dc1;:IYtime whell these solulions are suhjected to the action nf this physics agent are
quantilil'lI. It is l'Om:lutled Ihere is a delay time inerease 01'tbe lrcated deox.yl1cl1loglohin S solUlions witll pulscd electric tic1d in respcct to the
control solutions. This lIclay lime increase is dLleto a direet interactioll wilh deoxyhemoglohin S 1ll01cculcs, thus explaining the signiflcativc
delay nI' lhe ohscrvcd polYllleril.ation prm:css in the treated solutions.

Ke.nl'Onl.c El"fective lransverse water prolOn rclaxation time: dcoxyhclIloglohill S Illoleculcs: dday lime

rAes: X7.15.Da: 31.70.hq

1. 1n(rnducción

La ancmia por hematíes falciformes o sicklemia fue descrita
primcramente por Pauling et al. en 1949. como una enferme-
dad molecular [1 l. La sicklemia es una enfermedad de (lrigen
genético y consiste en la sustitución del amino<Ícido valinn
por acido glut<imico en la sexta posieiún de las cadenas Ir La
polimeri/,aciún de las moléculas de hemoglohinas S desoxi-
genadas (deoxiHh S). para formnr un gel altamente viscoso,
es el cvcnto primario de la patoflsiología de la enfermcdad de
la célula ralcifonne [~. :\1. la cual rigidifica y distorsiona a los
eritrocitos desox igenados de los pacientes siklémicos. U n tra-
tamiento m<Ís amplio de la sicklcmia. incluycndo los aspectos
genéticos y clínicos, puede ser encontrado en las Rcfs. 4 y 5.

La cinética de la polilllcriznción de deoxiHh S, quil.:Ís el
aspecto nJ<Ís importantc dcl proceso. es llllO de los mcjorcs
ejemplos que caracteriza la agrcgaciún controlada Je una nu-
clcacitlll. Esta cinética exhihe un curso temporal no usual y la
dependencia m<Ís alta de una razón de conccntraciones, que se
haya ohscrvado en cualquier proceso en solución [fi]. La su-
pcrsaturación de la solución. razón entre las concentraciones

inicial de Hh S y dc la soluhilidad del equilihrio, a la poten-
cia 50th está relacionada con el inverso del tiempo de demora,
T(IIG. 71. El Td es el tiempo que transcurre hasta la formación
delntkleo crítico de moléculas de dcoxiHh S, por las vías de
nuelcación homogénea o heterogénea. En los experimcntos
de salto de temperatura. se eIH.:ontró que el tiempo de delno.
ra, 7:1, es extraordinariamentc sensihle a la temperatura y a
la concentración inicial de Hh S 1~.'1. 7. lO\. a la fracción de
saturación con Illonóxido de carhono II oxígeno 1-1], a la so-
luhilidad y a la presL'nciade otras hCllloglohinas 1:\1. Una ve/.
alcantado cste mielcn crítico, el proceso de polimerización
dc estas moléculas se acelera. favoreciéndose así la fase dc
formación de polímcros de dcoxiHh S.

Una gran parte del suceso en el entendimiento dcl proceso
de polillleritacióll pucde scr ¡¡tri huido a la aplicación de mu~
chos métodos fískllS difcrenlcs. enlre los que se pueden citar
la lIliscroscopía elel.'trónica. difracción de rayos X, resonan.
eia magnética nuclear. espectroscopia de dicroísmo lineal y
cirl.'ular. hirrcfringenda lincal, folÓlisis de l;:íscr,l.'alorimctría.
microespectro!"otometría y cinéticas de salto de temperatura.
\'isl.olllclría [7-9[.
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El ohjetivo de este trahajo "in vitro" es mostrar, a través
del parámetro Tri. ohtenido de la medición del Ti, por
la técnica de RMN. que el CEP retarda la formaciún (11:1
lllícleo crítico y por ende el proceso de polimerización de las
moléculas de deoxillh S.

2. l\latcrialcs y métodos

2.1. Ohh'nc:iún de la masa de hemoglohinas S dl'oxigl.Ja-
das

Las Illueslras de sangre fresca tomadas de lO pacientes sic-
klémieos. por punción de la vena antecuhital, fueron colec-
tallas en tuhos de ensayos con hcparina. El plasma sohn:-
n:ldanle fue decantado y el pellet de erilrocitos se lavó tres
vcccs con soluci6n salina huffer fosfalO (PBS) pll 7.4, cen-
Irifug::índose cada vez a -t OOU r.p.m. durante 10 minutos, en
cenlrífuga refrigerada Jouan MR IS 12. Este se suspendió en
un pequeño volumen de PUS y se le determinó la concentra.
ción de hemoglohina mediante e¡método de la cianollletahc-
llH)glohina [11). La concentración inicial de hemoglohina S
(11hS) fue de 0.25 g/cm:.!(25 g/di). Una \'el. ohlenido el pellet
de eritrOl.:itos.éste se congelú a -¡(l°C en un/raz.a, provo-
GIIH..IO la ruptura de las memhranas de éstos. Se centrifug6 <l

-tOO()r.p.m. durante 10 minutos y se separaron las moléculas
de Hb S de la solución total por aspcrsi6n con agujas. Para
lograr Ulla rápida polimeri/.ación dc las moléculas de Hh S.
;¡ 250 I,L de cada mucstra se le realiz6 vacío durante 30 min
para extraerle el O2• y lucgo se añadieron 20 IIL de solucitln
de ditionito de sodio a una concentración de 1.05 tv1.

2.2. Aplicación drll'al11pn cléctrifo a las soluciones de he-
mog,lnhinas S deoxigl'nadas

Una ve!. ohtcnida las die/. soluciones de dcoxiHb S, corres-
pondiente a cada paciente sicklémico, cada una de éstas se
dividieron en seis volúmenes iguales de 0.25 mI y fueron
vertidas en igual Illímero de .ímpulas, las cuales se sellaron
herméticamcnte por fusión del cristal a través de un meche~
ro tic gas. Para eliminar la heterogeneidad natural exislenle
entre las soluciones de deoxiHh S, se tom6 una de las seis
:lmpulas ohtenidas de cada lUbo dc ensayo y se formó UIl
grupo control (GCtls) formado por diez ~hnplJlas. Estc pro-
ceso se repitió cinco veces. fonmíndosc así cinco grupos tra-
lados (GT,¡s), j = 1,2. 3, .1.[», cada uno sometido a un Ulll-
hral de intensidad del CEP y formado por diez ~ímpulas. El
subíndice j. por su orden de aparición. indica que los cin-
cos grupos tratados est<Ín sometidos a los umhrales 0.0 l. l.
3.4.2. Y5.2 kVlcm, respectivamente, para 'l~.igual ;¡ n.1 IllS.

Cada ulla de estas ;ímpulas se colocaron cn cl cenlm de una
con1Jguraci6n de dos electrodos planos cuadrados de paladio.
de .1 cm:! y espesor dc 0.0025 Illm, dispuestos paralelamen-
le. los cuales sc lijaron a una hase de tellón. la cual se pucde
lkspla/.ar con respecto a una estructura tamhién de tellón (ver
Fig. la).

(a)

(h)

PI(;tJl{A l. Instalaciún experimental que genera campo eléctrico
pulsanle. (a) Por{;J.IllUCSlraulilil.aJo para pcrturhar las soluciones
de mol~culas de Jeoxillh S cuando son sometidos a la acción del
campo elcctrico pulsanle. (h) Diagrama en bloque de la instala-
ci6n: A-fuente de hajo voltaje de 5 Y: Il-fuente de allo voltaje:
C.progranmdor de pulsos: D-oscilador: E-amplilicador de volta-
je: F-fuentc variahle de tensi6n: G-osciloscopio: II-portamuestra:
I-microscopio 6ptico: y J-observador Ipuede ser el ojo humano, una
dmara fOlogd!ica y/o un csc:íncr acoplado a una computadora].

Para la aplicación del CEP, se diseli6 y construyó un equi-
po. cuyo diagrama en bloques se representa en la Pig. Ih. Las
frecuencias utilizadas fueron 10,300 y 1000 KII/.. correspon-
dientes a las intensidades umhrales de campo eléctrico dc 3,
4.2 Y5.2 kVlcm, para un ancho de pulso, 1~,.de 0.1 ms. res~
pcctivamente. El intervalo cntre pulsos fuc de Is para evitar el
calentamiento de la muestra. La secuencia de pulsos rectan-
gulares se repitió durante 3 minulos. Tamhién, se usaron otras
intensidades del CEP de 0.01 Y I kV/cm para la frecuencia de
¡(lOKilI.. I~ICI:P se aplic6 cuando eI1'..!. dc las solucioncs de
dcoxiHb S alcan/.ó el valor aproximado de 130 ms. corres.
pondiendo a la fasc de monómcros de deoxiHh S.

Las soluciones de dcoxillh S controles se mantuvieron
hajo las mismas condiciones que las tratadas, pero no se Ics
suministr6 CEPo Durante la realización de los experimcn-
tos las soluciones de deoxiHh S, perteneciente a los grupos
controles y tratados. se mantuvieron en haño termostatado a
:.1'¡0c.
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TAULA 1.Tiempo de demora, Td. de los grupos de soluciones de dcoxiHb S control y tratados con CEPo El número entre paréntesis indica la
cantidad dc muestras por grupo.

Tiempo de GC GT GT GT GT GT
dCmOT<l E = 0.01 kV/cl11 E = 1 kV/cl11 E=3kVlcm E = .1.2 kV/cm E = 5.2 kV/cm

(horas) (11 = 10) (11 = 10) (n = 10) (n = 111) (n = 10) (n = 10)

T., 0.3 0.5 2.8 6.0 9.9 12.7

2.3. l\1ediciún del tiempo de relajación transversal efecti.
\"(l drl protón de agua

Para l1lonitorcar los camhios moleculares de las dcoxiHh S
después de la aplicación del CEPo se diseñó y construyó un
rclaxómctro de RMN. compatible con un cspcctrólllctro de
Rf\lN Brukcr. lo que permitió el uso de su sistema magnético
(I3-E 20 1)Yjuego de sensores. A 42.6 MHz. las mediciones
de T'2. fueron hechas usando la secuencia de pulso espín-eco
simple 90° -T-180° -T-adquisición.

2.4. Amílisis estadístico

,..
100

80

80

••

-.-GC(n"10}
-.- GTE=O.01 kVlcm(n~10}
-.- Gl E.1 kVlcm (n:10)
- y- Gl E=3 kV/cm(n:10)
• Gl EE.42 kV/cm (""'10)

-.- Gl E: 5,0 kV/cm (n:10)

donde ~H(J representa la inhomogeneidad del campo
magnético en el volumcn dc la muestra y T:!. es la constan-
te de tiempo del SIL cuando la muestra se encuentra en un
campo magnético perfectamente homogéneo. En nuestro ca-
so ~Ho/Ho = ;j X 10-1;, en un gap de 30 mm. sugiriendo que
la principal contrihución al Ti. se dehe a Tc.

FIGURA 2. TIcmpo de rcbjación transversnl efectivo. Ti (en I11s).

en el tiempo (en 110r.ls)de los grupos de soluciones de deoxiHh S
controles y trat:ldas nm CEPo En esln ligurn se representnn los vn-
lores medios dc Ti y sus correspondienles desvinciones estándares
(represenladas por harras). dc caJa grupo experimental. GC y GT
rcprescnlan a los grupos nllltrol y tratados. respectivamente. Den.
tro del paréntesis se indica c[número Jc muestras por grupo expe-
rimental.

un valor constante, correspondiente a las fases dc transición
de l1lonómeros a polímeros y de polímeros. respectivamenle.

Al liempo de rel•.üacióll transversal efectivo, T"J.., pueden
contribuir dos efectos. Uno rcsulla del incremento del tiempo
de correlación. Tl"> de la fracción dc agua que aparece estrc-
chamentc enlazada a las moléculas de proteínas polimeriza.
das; y el olro provienc de las inhomogeneidades en el cam-
po magnético local causado por la formación de dominios
de polímeros con suceptihilidatles magnéticas diferentes a la
de la solución total, y de la anisotropía quc caracteriza a la
suceptihilidad magnética de los polímeros alineados. Estos
efectos provocan que la caít.la tic la señal de inducción lihrc
(SIL) lenga un ticmpo característico. Ti. detinido por

( I )

25S 10 lS ~

Tiempo después de tratamiento (horas)

20
o

3. Resultados y discusión

En este trabajo se encontró que el Tri es sensihle no sólo a las
variahles anles mencionadas [2,4-7,101, sino lamhién a los
agcntes físicos, químicos y/o biológicos externos quc relar-
den o inhihan la formación del núcleo crítico. Encontramos
experilllentalmcnte que el Td es sensihle a la dosis del CEP
(intensidad, ancho de pulso, frecuencia, tiempo de exposici6n
y forma de onda).

Se ohservó en los grupos tratados con CEP un aumcnlo
significalivo del T,I (ver Tahla 1) y un rClardo del proceso de
polimerización de las moléculas de deoxiHh S, con respec-
lo al grupo control (ver Fig, 2). En la T<thla 1 se ohserva que
el T.¡ aumenla significativamenle con el mUllento de la in-
tensidad umhral del CEPoEste resultado puede ser explicado
porque al aumentar la intensidad umbral del CEP mayor es la
perturbación que se induce en las soluciones de deoxiHh S,
dehilitándose la interacción entre las moléculas de deoxiHh S
(si la vía de ocurrencia del proceso de polimerización fuese
la 1llH:!caci6nhomogénea) o entre las moléculas y la pequeña
fracción de polímeros (si la vía de ocurrencia de este proce-
so fuese la 1111clcaciónheterogénea). lo que conduce a que la
prohahilidad de formación de los polímeros de deoxiHh S,
sea menor. EslO explica que los valores del T'; de los grupos
tratados con CEPo respecto a los oel grupo control. se manten-
gan pr:íclicamentc constantes en la primera parle de la curva,
correspondiente a la fase de monómeros, y que luego se ma.
niHesta una disminución más suave de éstos hasla alcanzar

La diferencia enlre los grupos experimenlales (Iratados y con-
troles) fue eSladísth.'amentc probada por medio del test de
swdent, para un (\ = 0.05. Para cada grupo experimenlal
se reportó el r; promedio con su desvi<tción estándar.
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TAULA 11. P.m1rnctros obtenidos del ajuste de las datas experimentales (sigmoidc) dc los grupos tic soluciones de deoxiHb S control y

tralado!'. con CEPo
Parámetros GC GT GT GT GT GT

ohtenidos E = 0.01 kV/cm E= 1 kVlcm E = 3 kV/cm E = 4.2 kV/cm E = 5 kV/cm

del ajuste (n = 10) (n = 10) (n = 10) (n = 10) (11 = 10) (11 = 10)

T'li (ms) 152.41 152.23 141.07 140 12 133.52 132.35

(5.82] (4.19J (455] (2.63J [ 1.12) (0.922J

T2! (ms) 30.398 31.923 26.1(,2 17.685 25.278 27.969

(06M] [05871 ( 1.891 [3.951 (3.22) [5.92J

(o (h) 3.0710 4.2009 7.7332 !J.222 15.505 18.190

[0.238) (0223] [0.3491 [0.328] [0.276] [0.507]

T (h) 2.0112 2.6726 3.5940 5.1899 40560 3.9563

[O 130] 10.141 J [0.3341 (0.4081 (0.257] (0.329]

T20 (h) 0.2837 0.49584 2.75084 6.02719 9.88249 12.70541

T80 (h) 5.86lX) 7.90598 12.71562 20.41657 21.12809 23.67469

\' 3.5529 1.99409 7.68422 3.07661 2.51625 2.85594

donde 7~; Y T2f, en Il1S, son los tiempos de relajación trans-
versal tlel protón de agua inicial (t = O, correspondiente a
la fase de lllon6meros) y final (1 -t 00, correspondiente a
la fase de polímeros). respectivamcnte; f es el tiempo, en
horas; f (), en horas, es el punto medio del proceso de poli-
lllerizaci6n de las moléculas de deoxiHb S y lo interpreta-
mos como el instante de tiempo en que la soluci6n tic estas
moléculas pasa de la fase de monómeros a la de polímeros;
y T, en hOf<ls, lo interpretamos como la constante de tiem-
po de la soluci6n de molé<.:ulas tic deoxillh S, que caracte-
rila I<lrapidez con que ocurrc el proceso de polimerización.
Los parámetros to Y T son ohtenidos del ajuste de los datos
experimentales (ver Tahla 11). Este comportamiento sigmoi4

dal, tamhién ha sido reportado con cl uso de orfOS métodos
físicos \.1]. En este comportamiento, Fig. 2, se destacan tres

El cUlnportamicnlO observado en los Tí' de los grupos Ira.
tados y control, se explica por la competencia existente entre
dos agentes completamente antagónicos: el CEP y el t.litionito
dcoxiHb S. respectivamente. Algunas horas después del trata.
miento, el CEP tiene el efecto predominante y luego, t1cpen-
dcndicndo de la intcnsidad, ancho dc pulso y concentración
dc las moléculas de deoxiHh S, comienza a predominar la
acción del ditionito de sodio, situación que explica la dismi-
llu<.:iónde los valores del Ti. En los grupos tralados con CEP,
la disminución de los valores del T"}.. es más suavc quc en el
grupo control, sugiriendo esto que el Te de las soluciolles de
deoxiHb S tratadas con CEP aumentan más lentamcnte.

Los datos experimentales de los grupos tratados con CEP
y control se ajustaron a una sigmoidc (ver Fig. 2), la cual
viene dada por

T'J.i-T'}.f
1 + e(l-'o)/'

(2)

fases: la de lTlonómcros (desdc t = O a T10 horas), la de
tmnsición de mon6meros a polímeros (desde 1 = T'J.o a TRO
horas) y de polímeros (a partir de t = TRO horas). T20 y TRO
representan los tiempos para los cuales el Ti alcanza el 20 y
80% de su valor inicial, respectivamente. Los criterios uti-
lizados para determinar analíticamcnte el valor de Td y el
comienzo oe la fase polímero son t igual a T'J.o Y Tgo• res-
pcctivamcntc, porque estos valores delimitan muy bien las
tres fases. La fase de transición tic monómcros a polímeros
de deoxiHb S, se c<lracteriza por una disminución hrusca de
los valores de T';, indicando la formación de estos últimos,
por las ví<lS de nucleación antes mcncionada. Las fases de
Illonómeros y polímeros se c<lractcriz<ln porque para ambos
los 7~. se mantienen pdcticamcnte constantcs y sc diferen-
cian en que los valores de T'J.. son mayorcs en la primera fa-
se que en la última. En la f<lsC de monómeros las interac-
ciones fundamentales son: monómeros-monómeros de de-
oxillb S (si la vía de ocurrencia del proceso de polimcri-
zación es la homogénea), Illonómcros-pequcña fmcción de
polímeros (si la vía de ocurrencia del proceso es la hete-
rogénea) y Illonómcros de deoxiHh S con las moléculas de
agua. En la fase de polímeros predominan las interacciones
entre los polímcros de dcoxillh S; los monómcros de deo-
xiHh S en cada polímero; y los polímcros de dcoxiHb S con
las moléculas de agu<lligadas a éstos. Estas intemccioncs son
las responsahles de la disminución de los valores del T2•• En
la fase transitoria, de monómeros a polímeros de deoxiHb S,
ocurren todas las posibles interacciones, resultando la fase
más compleja. Para valores pequeños de los p<lrámctros lo Y
T con mayor celeridad se manillesta el proceso de polime-
rización y por tanto en un tiempo menor se alcanza la fase
de polímeros. Una vez alcanzado el valor de lo el proceso
se torna irreversible. conduciendo inevitablementc a la L1se
terminal o de polímeros.
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Recientemente. helllos encontrado que el CEP comhina-
do con agentes (lIllisicklillR. en pequeñas cantidades rClania
aún m~ísel proceso de polimerización de las dcoxiHh S. In
que sugiere la existencia de un efecto sinérgico.

-l. Cunclusiunes

De los rL'sultados ¡xci ¡minares "in ",itro" ohtenidos en estc es-
ludio yen otros previos (ver Parte 1), concluimos que el CEP
puede utilizarse en la dcspolimcrizacióll dc las moléculas de
dcoxiHh S y en el retardo del proceso de polimerización
de las mismas. En estos estudios hemos ohservado que cri~
trocitos falciformes, en presencia de determinados umhra-
les del CEP, camhian de forma y volumen; adclll~íscompro-
hamos que los valores de T; correspondientes a la fase de
polímeros aumentaban después de aplicado el campo. Estos

1. L Pauling. II.A. llano. S.J. Singcr, amll.C. Wclls. SCit'flCl' 1Hl
(19.W) 543.

2. J. lIofrich!cr.I'.D. Ross. and W.A. Ea!otl. I'm<,. Nal. Amd. Sci.
71 (In4) 4K64.

3. JI.K Sunshinc. FA. f'crronc. J. Hofriclcr. ami W.A. Ealon. In
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