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Se realiza un estudio *in vitro” para analizar el retardo del proceso de polimerizacién cuando las soluciones de moléculas de desoxihemo-
globina S son sometidas a la accion de diferentes umbrales de intensidad del campo eléctrico pulsante. Mediante la medicién del tiempo de
relajacion transversal efectivo del protén de agua, se cuantifican las variaciones del tiempo de demora cuando estas soluciones son sometidas
ala accion de este agente fisico. Se concluye que existe un aumento del tiempo de demora de las soluciones de desoxihemoglobinas tratadas
con campo eléctrico pulsante respecto al de las soluciones controles. Este aumento del tiempo de demora se debe a interacciones directas con
las moléculas de desoxihemoglobina S, explicando esto el retardo significativo del proceso de polimerizacion observado en las soluciones
tratadas.

Descriptores: Tiempo de relajacion transversal efectivo del protén de agua; moléculas de desoxihemoglobina S; tiempo de demora

An “in vitro” study is made to analyze the delay of the polymerization undergone by the deoxyhemoglobin molecules solutions when
subjected to the action of different intensity thresholds of a pulsed electric field. By means of the measurement of the effective transverse
water proton relaxation time, the variations of the delay time when these solutions are subjected to the action of this physics agent are
quantified. It is concluded there is a delay time increase of the treated deoxyhemoglobin S solutions with pulsed electric field in respect to the
control solutions. This delay time increase is due to a direct interaction with deoxyhemoglobin § molecules. thus explaining the significative
delay of the observed polymerization process in the treated solutions.

Kevwords: Effective transverse water proton relaxation time: deoxyhemoglobin S molecules; delay time

PACS: 87.15.Da: 31.70.hgq

1. Introduccion

La anemia por hematies falciformes o sicklemia fue descrita
primeramente por Pauling er al. en 1949, como una enferme-
dad molecular [1]. La sicklemia es una enfermedad de origen
genético y consiste en la sustitucién del aminodcido valina
por acido glutdmico en la sexta posicion de las cadenas (3. La
polimerizacion de las moléculas de hemoglobinas S desoxi-
genadas (deoxiHb S), para formar un gel altamente viscoso,
es el evento primario de la patofisiologia de la enfermedad de
la célula falciforme [2. 3], la cual rigidifica y distorsiona a los
eritrocitos desoxigenados de los pacientes siklémicos. Un tra-
tamiento mas amplio de la sicklemia, incluyendo los aspectos
genéticos y clinicos, puede ser encontrado en las Refs. 4 y 5.

La cinética de la polimerizacion de deoxiHb S, quizis el
aspecto miis importante del proceso, es uno de los mejores
ejemplos que caracteriza la agregacion controlada de una nu-
cleacidn. Esta cinética exhibe un curso temporal no usual y la
dependencia mds alta de una razén de concentraciones, que se
haya observado en cualquier proceso en solucion [6]. La su-
persaturacion de la solucion, razén entre las concentraciones

inicial de Hb S y de la solubilidad del equilibrio, a la poten-
cia 50th estd relacionada con el inverso del tiempo de demora,
T, [6. 7). El T,; es el tiempo que transcurre hasta la formacion
del niicleo critico de moléculas de deoxiHb S, por las vias de
nucleacion homogénea o heterogénea. En los experimentos
de salto de temperatura, se encontré que el tiempo de demo-
ra, Ty, es extraordinariamente sensible a la temperatura y a
la concentracidn inicial de Hb S [2, 4, 7, 10], a la fraccién de
saturacién con monoxido de carbono u oxigeno [4], a la so-
lubilidad y a la presencia de otras hemoglobinas [3]. Una vez
alcanzado este nicleo critico, el proceso de polimerizacion
de estas moléculas se acelera, favoreciéndose asi la fase de
formacién de polimeros de deoxiHb S.

Una gran parte del suceso en el entendimiento del proceso
de polimerizacion puede ser atribuido a la aplicacion de mu-
chos métodos fisicos diferentes, entre los que se pueden citar
la miscroscopia electrénica, difraccion de rayos X, resonan-
cia magnética nuclear, espectroscopia de dicroismo lineal y
circular, birrefringencia lineal, fotélisis de ldser, calorimetria,
microespectrofotometria y cinéticas de salto de temperatura,
viscometria [7-9].
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El objetivo de este trabajo “in vitro” es mostrar, a traves
del pardmetro T, obtenido de la medicion del T3, por
la técnica de RMN, que el CEP retarda la formacion del
nicleo critico y por ende el proceso de polimerizacién de las
moléculas de deoxiHb S.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de la masa de hemoglobinas S deoxigeaa-
das

Ias muestras de sangre fresca tomadas de 10 pacientes sic-
klémicos, por puncién de la vena antecubital, fueron colec-
tadas en tubos de ensayos con heparina. El plasma sobre-
nadante fue decantado y el pellet de eritrocitos se lavo tres
veces con solucién salina buffer fosfato (PBS) pH 7.4, cen-
trifugdndose cada vez a 4 000 r.p.m. durante 10 minutos, en
centrifuga refrigerada Jouan MR1812. Este se suspendio en
un pequefio volumen de PBS y se le determind la concentra-
cién de hemoglobina mediante el método de la cianometahe-
moglobina [11]. La concentracién inicial de hemoglobina S
(Hb S) fue de 0.25 g/cm?® (25 g/dl). Una vez obtenido el pellet
de eritrocitos, éste se congelé a —70°C en un freezer, provo-
cando la ruptura de las membranas de éstos. Se centrifugd a
4000 r.p.m. durante 10 minutos y se separaron las moléculas
de Hb S de la solucién total por aspersion con agujas. Para
lograr una rdpida polimerizacién de las moléculas de Hb S,
a 250 pL de cada muestra se le realizé vacio durante 30 min
para extracrle el O,, y luego se afiadieron 20 pL de solucion
de ditionito de sodio a una concentracién de 1.05 M.

2.2. Aplicacion del campo eléctrico a las soluciones de he-
moglobinas S deoxigenadas

Una vez obtenida las diez soluciones de deoxiHb S, corres-
pondiente a cada paciente sicklémico, cada una de éstas se
dividieron en seis volimenes iguales de 0.25 ml y fueron
vertidas en igual nimero de dmpulas, las cuales se sellaron
herméticamente por fusién del cristal a través de un meche-
ro de gas. Para eliminar la heterogeneidad natural existente
entre las soluciones de deoxiHb S, se tomé una de las seis
dmpulas obtenidas de cada tubo de ensayo y se formé un
erupo control (GCgs) formado por diez dmpulas. Este pro-
ceso se repitio cinco veces, formdndose asi cinco grupos tra-
tados (GTys5,5 = 1,2,3,4,5), cada uno sometido a un um-
bral de intensidad del CEP y formado por diez dmpulas. El
subindice j, por su orden de aparicién, indica que los cin-
cos grupos tratados estin sometidos a los umbrales 0.01, 1,
3,4.2,y 5.2 kV/cm, respectivamente, para T}, igual a 0.1 ms.
Cada una de estas ampulas se colocaron en el centro de una
configuracién de dos electrodos planos cuadrados de paladio,
de 4 cm? y espesor de 0.0025 mm, dispuestos paralelamen-
te, los cuales se fijaron a una base de teflén, la cual se puede
desplazar con respecto a una estructura también de teflon (ver
Fig. la).

(b)

FIGURA 1. Instalacién experimental que genera campo eléctrico
pulsante. (a) Portamuestra utilizado para perturbar las soluciones
de moléculas de deoxiHb S cuando son sometidos a la accién del
campo eléctrico pulsante. (b) Diagrama en blogue de la instala-
cién: A-fuente de bajo voltaje de 5 V; B-fuente de alto voltaje;
C-programador de pulsos; D-oscilador; E-amplificador de volta-
je: F-fuente variable de tension; G-osciloscopio; H-portamuestra:
I-microscopio 6ptico; y J-observador [puede ser el 0jo humano, una
cimara fotogrifica y/o un escéner acoplado a una computadora].

Para la aplicacién del CEP, se diseiié y construyd un equi-
po, cuyo diagrama en bloques se representa en la Fig. Ib. Las
frecuencias utilizadas fueron 10, 300y 1000 KHz, correspon-
dientes a las intensidades umbrales de campo eléctrico de 3,
4.2 y 5.2 kV/em, para un ancho de pulso, T}, de 0.1 ms, res-
pectivamente. El intervalo entre pulsos fue de s para evitarel
calentamiento de la muestra. La secuencia de pulsos rectan-
gulares se repitié durante 3 minutos. También, se usaron otras
intensidades del CEP de 0.01 y | kV/cm para la frecuencia de
100 KHz. El CEP se aplicd cuando el T de las soluciones de
deoxiHb S alcanzo el valor aproximado de 130 ms, corres-
pondiendo a la fase de mondmeros de deoxiHb S.

Las soluciones de deoxiHb S controles se mantuvieron
bajo las mismas condiciones que las tratadas, pero no se les
suministro CEP. Durante la realizacion de los experimen-
tos las soluciones de deoxiHb S, perteneciente a los grupos
controles y tratados, se mantuvieron en bafio termostatado a
3T C,
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TABLA I. Tiempo de demora, Ty, de los grupos de soluciones de deoxiHb S control y tratados con CEP. El niimero entre paréntesis indica la

cantidad de muestras por grupo.

Tiempo de GC GT GT GT GT GT
demora E =0.01 kV/cm E =1kV/cm E =3kV/icm E =4.2kV/cm E =5.2kV/cm
(horas) (n =10) (n =10) (n = 10) (n = 10) (n = 10) (n = 10)

40 0.3 0.5 2.8 6.0 9.9 12.7
2.3. Medicién del tiempo de relajacion transversal efecti- —*—GC(n=10)

vo del proton de agua

Para monitorear los cambios moleculares de las deoxiHb S
después de la aplicacion del CEP, se disefié y construy6 un
relaxémetro de RMN, compatible con un espectrémetro de
RMN Bruker, lo que permitié el uso de su sistema magnético
(B-E 20 f) y juego de sensores. A 42.6 MHz, las mediciones
de T fueron hechas usando la secuencia de pulso espin-eco
simple 90°-7-180°-7-adquisicion.

2.4. Analisis estadistico

Ladiferencia entre los grupos experimentales (tratados y con-
troles) fue estadisticamente probada por medio del test de
student, para un a = 0.05. Para cada grupo experimental
se report6 el T promedio con su desviacion estdndar.

3. Resultados y discusion

En este trabajo se encontré que el Ty es sensible no sélo alas
variables antes mencionadas [2, 4-7, 10], sino también a los
agentes fisicos, quimicos y/o biolGgicos externos que retar-
den o inhiban la formacién del nicleo critico. Encontramos
experimentalmente que el Ty es sensible a la dosis del CEP
(intensidad, ancho de pulso, frecuencia, tiempo de exposicion
y forma de onda).

Se observé en los grupos tratados con CEP un aumento
significativo del T}y (ver Tabla I) y un retardo del proceso de
polimerizacién de las moléculas de deoxiHb S, con respec-
to al grupo control (ver Fig. 2). En la Tabla I se observa que
el T,; aumenta significativamente con el aumento de la in-
tensidad umbral del CEP. Este resultado puede ser explicado
porque al aumentar la intensidad umbral del CEP mayor es la
perturbacién que se induce en las soluciones de deoxiHb S,
debilitdndose la interaccién entre las moléculas de deoxiHb S
(si la via de ocurrencia del proceso de polimerizacion fuese
la nucleacién homogénea) o entre las moléculas y la pequefia
fraccién de polimeros (si la via de ocurrencia de este proce-
so fuese la nucleacion heterogénea), lo que conduce a que la
probabilidad de formacion de los polimeros de deoxiHb S,
sea menor. Esto explica que los valores del T3 de los grupos
tratados con CEP, respecto a los del grupo control, se manten-
gan pricticamente constantes en la primera parte de la curva,
correspondiente a la fase de monémeros, y que luego se ma-
nifiesta una disminucién mds suave de éstos hasta alcanzar

—e— GT E=0.01 kV/cm (n=10)
—a— GT E=1 kV/cm (n=10)
—v— GT E=3 kV/em (n=10)

+ 1 ﬁi i +  GTE=4.2kV/em (n=10)
120 4 ‘i‘%; ; % e —+— GT E= 5.0 kV/cm (n=10)

20 T T T T T

Tiempo después de tratamiento (horas)

FIGURA 2. Tiempo de relajacién transversal efectivo, 775 (en ms),
en el tiempo (en horas) de los grupos de soluciones de deoxiHb S
controles y tratadas con CEP. En esta figura se representan los va-
lores medios de T y sus correspondientes desviaciones estandares
(representadas por barras). de cada grupo experimental. GC y GT
representan a los grupos control y tratados, respectivamente. Den-
tro del paréntesis se indica el nimero de muestras por grupo expe-
rimental.

un valor constante, correspondiente a las fases de transicion
de monémeros a polimeros y de polimeros, respectivamente.

Al tiempo de relajacion transversal efectivo, 75, pueden
contribuir dos efectos. Uno resulta del incremento del tiempo
de correlacion, 7., de la fraccion de agua que aparece estre-
chamente enlazada a las moléculas de proteinas polimeriza-
das; y el otro proviene de las inhomogeneidades en el cam-
po magnético local causado por la formacién de dominios
de polimeros con suceptibilidades magnéticas diferentes a la
de la solucién total, y de la anisotropia que caracteriza a la
suceptibilidad magnética de los polimeros alineados. Estos
efectos provocan que la caida de la sefial de induccion libre
(SIL) tenga un tiempo caracteristico, 775, definido por

1 1

— = — +vAH,, l
T_;‘ T ! d (n

donde AH, representa la inhomogeneidad del campo
magnético en el volumen de la muestra y 7> es la constan-
te de tiempo del SIL cuando la muestra se encuentra en un
campo magnélico perfectamente homogéneo. En nuestro ca-
so AH,/H, = 5x 107, en un gap de 30 mm, sugiriendo que
la principal contribucién al T3, se debe a 7.
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TABLA 11. Pardametros obtenidos del ajuste de las datas
tratados con CEP.

experimentales (sigmoide) de los grupos de soluciones de deoxiHb S control y

Parimetros GC GT GT GT GT GT
obtenidos E = 0.01 kV/cm E =1kV/cm E =3 kV/cm E =4.2kV/cm E = 5kV/em
del ajuste (n = 10) (n = 10) m-=10) (n=10) (n = 10) (n = 10)
T3 (ms) 152.41 152.23 141.07 140.12 133.52 132.35

[5.82] [4.19] [4.55] [2.63] [1.12] [0.922]
T55 (ms) 30.398 31.923 26.162 17.685 25.278 27.969
[0.664] [0.587] [1.89] [3.95) [3:22] [5.92]
to (h) 3.0710 4.2009 T332 13002 15.505 18.190
[0.238] [0.223] [0.349] [0.328] [0.276] [0.507]
T (h) 2.0112 2.6726 3.5940 5.1899 4.0560 3.9563
[0.130] [0.141] [0.334] [0.408] [0.257] [0.329]
T30 (h) 0.2837 0.49584 2.75084 6.02719 9.88249 12.70541
Tgo (h) 5.8600 7.90598 12.71562 20.41657 21.12809 23.67469
X2 3.5529 1.99409 7.68422 3.07661 2.51625 2.85594

El comportamiento observado en los T de los grupos tra-
tados y control, se explica por la competencia existente entre
dos agentes completamente antagénicos: el CEP'y el ditionito
deoxiHb S, respectivamente. Algunas horas después del trata-
miento, el CEP tiene el efecto predominante y luego, depen-
dendiendo de la intensidad, ancho de pulso y concentracion
de las moléculas de deoxiHb S, comienza a predominar la
accion del ditionito de sodio, situacién que explica la dismi-
nucién de los valores del 75 . En los grupos tratados con CEP,
la disminuci6n de los valores del T es mds suave que en el
erupo control, sugiriendo esto que el 7. de las soluciones de
deoxiHb S tratadas con CEP aumentan mds lentamente.

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

Bhiar =
Tolel 2% — Toy

2 = T elt—to)/7 + Tay,

(2)
donde Ty; y Tsy, en ms, son los tiempos de relajacidn trans-
versal del protén de agua inicial (+ = 0, correspondiente a
la fase de mondmeros) y final (f — oo, correspondiente a
la fase de polimeros), respectivamente; ¢ es el tiempo, en
horas: 1,,. en horas, es el punto medio del proceso de poli-
merizacion de las moléculas de deoxiHb S y lo interpreta-
mos como el instante de tiempo en que la solucion de estas
moléculas pasa de la fase de monémeros a la de polimeros;
y 7, en horas, lo interpretamos como la constante de tiem-
po de la solucién de moléculas de deoxiHb S, que caracte-
riza la rapidez con que ocurre el proceso de polimerizacion.
Los pardmetros t, y 7 son obtenidos del ajuste de los datos
experimentales (ver Tabla II). Este comportamiento sigmoi-
dal, también ha sido reportado con el uso de otros métodos
fisicos [4]. En este comportamiento, Fig. 2, se destacan tres

fases: la de mondmeros (desde ¢ = 0 a Ty horas), la de
transicién de monémeros a polimeros (desde t = Th a Tgo
horas) y de polimeros (a partir de t = Tgq horas). T2 y Tso
representan los tiempos para los cuales el 75 alcanza el 20 y
80% de su valor inicial, respectivamente. Los criterios uti-
lizados para determinar analiticamente el valor de Ty y el
comienzo de la fase polimero son t igual a T y Tgo, res-
pectivamente, porque estos valores delimitan muy bien las
tres fases. La fase de transicién de monémeros a polimeros
de deoxiHb S, se caracteriza por una disminucién brusca de
los valores de T, indicando la formacion de estos ultimos,
por las vias de nucleacién antes mencionada. Las fases de
monémeros y polimeros se caracterizan porque para ambos
los Ty se mantienen prdcticamente constantes y se diferen-
cian en que los valores de T son mayores en la primera fa-
se que en la tltima. En la fase de monémeros las interac-
ciones fundamentales son: mondmeros-mondmeros de de-
oxiHb S (si la via de ocurrencia del proceso de polimeri-
zacion es la homogénea), monémeros-pequefia fraccion de
polimeros (si la via de ocurrencia del proceso es la hete-
rogénea) y monomeros de deoxiHb S con las moléculas de
agua. En la fase de polimeros predominan las interacciones
entre los polimeros de deoxiHb S; los monémeros de deo-
xiHb S en cada polimero; y los polimeros de deoxiHb S con
las moléculas de agua ligadas a éstos. Estas interacciones son
las responsables de la disminucién de los valores del 75 . En
la fase transitoria, de mondmeros a polimeros de deoxiHb S,
ocurren todas las posibles interacciones, resultando la fase
mds compleja. Para valores pequeios de los pardmetros £, y
7 con mayor celeridad se manifiesta el proceso de polime-
rizacién y por lanto en un tiempo menor se alcanza la fase
de polimeros. Una vez alcanzado el valor de t, el proceso
se torna irreversible, conduciendo inevitablemente a la fase
terminal o de polimeros.
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Recientemente, hemos encontrado que el CEP combina-
do con agentes antisickling, en pequenas cantidades retarda
atn mas el proceso de polimerizacién de las deoxiHb S, lo
que sugiere la existencia de un efecto sinérgico.

4. Conclusiones

De los resultados preliminares ““in vitro™ obtenidos en este es-
tudio y en otros previos (ver Parte I), concluimos que el CEP
puede utilizarse en la despolimerizacion de las moléculas de
deoxiHb S y en el retardo del proceso de polimerizacion
de las mismas. En estos estudios hemos observado que eri-
trocitos falciformes, en presencia de determinados umbra-
les del CEP, cambian de forma y volumen; ademds compro-
bamos que los valores de T correspondientes a la fase de
polimeros aumentaban después de aplicado el campo. Estos

resultados fueron explicados por interacciones directas e in-
directas que se producen entre el CEP y los polimeros de
deoxiHb S (ver Parte I), para diferentes valores umbrales.
Ademads. se observé que el campo interactia con las solucio-
nes de moléculas de deoxiHb S, resultando en un aumento del
Ty y un retardo del proceso de polimerizacion. Estos resulta-
dos fueron corroborados por RMN, a través de la medicion
del T3

Para que el CEP, solo o combinado con otras sustancias
que poseen efectos antisickling, pueda ser introducido en en-
sayos clinicos se requiere de un aumento de la cantidad y di-
versidad de las experiencias que permitan esclarecer los me-
canismos fundamentales de interaccién de este agente fisico
con las moléculas de deoxiHb S y eritrocitos falciformes de
los pacientes sicklémicos.
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