UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS
Departamento de Fisica Aplicada II1

APLICACION DE LA DIELECTROFORESIS A LA
CARACTERIZACION DIELECTRICA DE CELULAS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Aranzazu Sanchis Otero

Bajo la direccion del doctor
Miguel Sancho Ruiz

Madrid, 2009

e ISBN: 978-84-692-0106-0 ©Aranzazu Sanchis Otero, 2008



TESIS DOCTORAL

APlLIEGlION DE [ A
DIELECTROFORESIS
A LA CARACTERIZACION
DIELECTRICA DE CELULAS

ARANZAZU SANCHIS OTERO
2008

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS FISICAS



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS FISICAS

APLICACION DE LA
DIELECTROFORESIS
A LA CARACTERIZACION
DIELECTRICA DE CELULAS

Aranzazu Sanchis Otero
Mayo 2008
Director

Dr. Miguel Sancho Ruiz



Esta tesis ha sido parcialmente financiada por el Proyecto
CRAFT QLK2-CT-2001-70561 dentro del Programa Marco
de la Comunidad Europea



A mi familia



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi mas sincero agradecimiento a mi director de tesis,
Miguel Sancho Ruiz, por la oportunidad brindada para iniciar mi labor
investigadora, por su direccién y transmisién de conocimientos, siempre
marcadas por su caracteristica humildad. Cé6mo no, a Genoveva Martinez
Lépez, por su estrecha colaboracién y su imprescindible apoyo a lo largo de
este tiempo, acompafiados en todo momento por su animo y buen humor
que tantas veces han mitigado la tarea. A Carla Martin Villalba, por el
trabajo que realiz6 sobre microelectrodos en la primera etapa de este estudio.
Asimismo, a los profesores, compafieros y personal del Departamento de
Fisica Aplicada III, no sélo por la posibilidad de trabajar juntos y el apoyo
técnico recibido, sino también por su disponibilidad, su simpatia y su
afecto. A todos los que me han llevado a conocer mano a mano algunas de
las multiples singularidades del campo de la Biologia, tanto en mi paso por
York como en mi estancia en Bucarest, y sin olvidar la colaboracién
recibida por parte de Victor Jiménez Cid desde el Departamento de
Microbiologia II de la Facultad de Farmacia. A mis padres y a mis
hermanos, porque a pesar de todo han estado ahi, sosteniéndome vy
haciendo posible esta realidad. A todos aquellos con los que durante esta
larga travesia he podido compartir los buenos y los malos momentos, el
entusiasmo y las decepciones. A aquellos que me han ayudado con sus
destrezas y conocimientos, o me han alentado con sus consejos, su amistad
y sus oraciones. Y en definitiva, a todos aquellos que, méds que esperar, han
querido acompafarme.

Mil gracias.



“La ciencia tiene raices en lo
inmanente pero lleva al hombre a
lo trascendente”

Juan Pablo 11

“Todo fue creado por él y para él;
él existe con anterioridad a todo,
Y todo tiene en él su consistencia”

Col 1, 16-17



CONTENIDOS

Goals and outline of the thesis ......... .. ... .. . ... ... ... ...... .. 1
Publicaciones ... ... ... ... . ... 5
Capitulo 1 Introduccion a las técnicas de caracterizacion dieléctrica .. ... ... 9
11. Antecedentes . . ......... ... ... ... 10

1.2. Propiedades dieléctrica de los materiales bioloégicos ... ... .. .. 13

1.2.1. Propiedades eléctricas de las células . . ............. ... ... 15

1.3. Técnicas de caracterizacion celular . . . ....... ... ... ... ... .. 16

1.4. Caracterizacion dieléctrica y técnicas electrocinéticas AC . . ... 18

1.4.1. Dinamica de particulas en fenémenos electrocinéticos AC . ... 21

1.4.2. Dielectroforesis . . . ... ..o 29

1.4.3. Electrorotacion . . . ......... ..o 31

1.4.4. Otros fenémenos electrocinéticas . . ...................... 32

1.5. Bibliografia ... ... ... ... ... ... ... .. 35

Capitulo 2

Estudio y diseiio numérico de microelectrodos para aplicaciones

electrocinéticas . ....... ... ... ... 43
21. Introduccidn . ... ... 44
2.2. Método numérico . . .. ... ... 46
2.2.1. Electrodos de bandas paralelas . . . .................... ... 46
2.2.2. Electrodos dentados .. ......... ... ... .. ... . ... ... ... .. 49
2.3. Resultados y discusion . .............. .. ... ... . ... ... 50
2.3.1. Electrodos de bandas paralelas . . . ....................... 50
2.3.2. Electrodos dentados: almenados y diente sierra ... .......... 51
2.3.3. Recubrimiento de electrodos . . .............. ... ... ...... 53

X



Capitulo 3

Capitulo 4

Capitulo 5

2.4. Conclusiones . . . ............ .. ... 55

2.5.Bibliografia .. ....... ... ... ... . L 56
Modelizacion dieléctrica de células bioldgicas ................. 59
31 Introduccion . ... . ... L 60
3.2. Métodos analiticos. . ......... .. ... ... i 61
3.2.1. Modelos esféricos multicapa . ... ... 61
3.2.2. Modelo elipsoidal . ... ... 62
3.3. Métodos NUMEriCoS . . .. ............... i 64
3.3.1. Método de los elementos de contorno . . .................. 65
3.4. Variaciéon de parametros. Sensibilidad de caracterizacion. . . . .. 69
3.5.Conclusiones . . . ... 72
3.6. Bibliografia .. ......... .. ... .. .. ... 73
Caracterizacidn dieléctrica de bacterias....................... 75
4.1. Antecedentes y objetivos . . . ............ .. oL 76
4.1.1. Diferenciacion gram-positiva y gram-negativa . ............. 79
4.1.2. Evaluaciéon DEP de la accién bactericida de los antibidticos . .. 80
4.2. Procedimiento experimental ........... ... ... ... ... ...... 81
4.2.1. Las muestras bacterianas. . .. ............. . L 81
4.2.2. La camara de microelectrodos . . . ... ... oo 82
4.2.3. El sistema dielectroforético . . .. ......... ... . . .. 83
424. Jatomadedatos ... 84
4.3. Analisis teOrico . . . ........... ... ... 85
4.3.1. Analisis de la coleccion de células. . .. ....... ... ... ... .. 85
4.3.2. Modelo dieléctrico de la bacteria. .. ........... .. ... .... .. 86
4.4. Resultados y discusion .. ................ .. .. .. ... .. ..., 88
4.4.1. Diferenciacion DEP gram-positiva y gram-negativa ......... 88
4.4.2. Deteccion DEP de la accién antibiotica . . ................. 91
4.5. Conclusiones. . .............. .. ... ... 96
4.6. Bibliografia . .. ....... .. ... .. . 98
Efectos de interaccion entre células.......................... 101
5.1. Introduccion . ............. . 102
5.2. Metodologia . . ......... ... ... ... .. 104
5.3. Efectos de forma y polidispersion . ....................... 106
5.4. Agregacion de eritrocitos bajo campo EM deRF ........... 109



Capitulo 6

5.4.1. Modelo de la respuesta eléctrica . .. ......... .. .. L
5.5. Caracterizacion de linfocitos-T y formacion de cadenas .. ...
5.5.1. Detecciéon DEP de la accién antibidtica . ................
5.5.2. Diferenciaciéon DEP gram-positiva y gram-negativa .. ... ..
5.5.3. Deteccién DEP de la accién antibiotica . ...............
5.6. Conclusiones ........... ... ... ... ... ... ... ...
5.7. Bibliografia .......... ... .. ... .. .. .

Superficies celulares rugosas y campos EM ......... ... ... ..
6.1. Introducciéon . ...... ... .. L
6.2. Metodologia ......... ... .. ... .. ...
6.2.1. Método BEM para el potencial cuasi-estatico .............
6.2.2. Método BEM para la densidad de carga en las interfases . . ..
6.2.3. Método FEM para el potencial inducido en una
geometria 3D .. L
6.3. Resultados y discusion . ......... ... ... ... .. ... .. .....
6.3.1. Modelo sinusoidal de la rugosidad celular ............. ...
6.3.2. Modelo fractal de la rugosidad celular .. ............. ...
6.3.3. Modelos tridimensionales . ......... . ... .. ... .. ... ..
6.3.4. Aplicacién del modelo fractal para el analisis de la
interaccién entre células .. ...
6.4.Conclusiones . ................ .. ... .. ...
6.5. Bibliografia ....... ... ... .. ... .. ... . . il

Conclusions and contributions . ... .. ... .. . . ... ... ... .

X1



GOALS AND OUTLINE
OF THE THESIS

Since last decades of the XXth century, dielectrophoresis has been one of the most useful methods
Jfor manipulating microparticles in a wide variety of technological domains in which electrical
processing of particles are involved. The motion of a dielectric particle cansed by an external applied
electric field, i.e, the dielectrophoretic phenomenon, bas been wused to separate, remove, handle and
characterise different kinds of particles in a mixed suspension. Their different bebaviours are the
result of their different electrical and geometrical properties. The introduction of microelectrode
technology has notably improved the dielectrophoretic devices, and therefore the interest of this
procedure has risen in a variety of fields such as mineralogy, agriculture, environment and biomedical
sciences. This fact has promoted the increase of possible applications, reducing collateral problems
present in earlier dielectrophoretic experiments.

However, in order to profit from the potential of dielectrophoresis, an understanding of the
electromechanic aspects, the microelectrode design and the analysis of electrical behaviour of particles, is
of primary importance.

We have studied the dielectrophoretic force as a tool for characterising biological particles throngh
the observation of several related parameters: the polarizability of the particle, the variations of the
crossover frequency —at which the particle seems to be invisible to the applied field—, the
transmembrane induced voltage and the electric energy. For this purpose, the bebavionr of the particles
subjected to an external electric field has been analysed throngh numerical computation, taking into
account the imposed field effects as well as mutual particle interactions. The use of models closer to the
real geometry of the particle, not provided by previouns analytical models, leads to an accurate
knowledge of the electrical bebavionr of the particle, and hence to a better approximation to the
Physiological state of the cell. This state has been proved to be directly related to its electrical
properties. It must be also mentioned that in this study we include the effect of the surface morphology
on the dielectrophoretic response of the cell. As far as we know, no preceding works on the subject
have considered this effect. In this way, this thesis is structured as follows:



Application of dielectrophoresis for dielectric characterisation of biological cells

- In the first chapter, we present the state of the art of the dielectrophoresis as a characterisation
technique of biological cells, accompanied by a brief historical introduction and a comparison to
another important characterisation technique, the dielectric spectroscopy. Analysis of several effects
arising in the dielectrophoretic experiments —like electrode  polarisation, electrothermal and
electroosmotic effects or the ionic double layer influence— is made, as well as a mention to related

electromechanical phenomena as electrorotation, travelling wave dielectrophoresis, and dielectrophoretic
faeld flow fractionation.

- The second chapter contains the numerical method that has been developed and adjusted to
optimize the design of the electrode configuration according to its dielectrophoretic application. It
represents a contribution to the development of suitable numerical tools for the design of the new
microelectromechanical systems (MEMS) used for selective trapping, manipulation and separation in
biomedicine. In this sense, this study analyses different electrode shapes and considers the influence of
several factors not included in previous works —as chamber dimensions, electrode thickness effect or
dielectric coating of the electrodes—. The electrode production can be enormously improved by the
determination of the electric field distribution, mafking possible to optimize and to reduce significantly
the cost and time of the production task.

- The third chapter introduces the numerical method especially adapted for modelling the dielectric
particles. We describe the boundary element method and analyse the sensitivity of the model to the
variation of dielectric parameters.

- The fourth chapter presents the first application of our numerical method combined with the
dielectrophoretic experiments made in collaboration with Cell Analysis 1td. (York, UK). An
antomatiged system provides the dielectrophoretic spectra of Staphyloccocus anreus and Escherichia
coli bacteria. The numerical computation of the polarizability of these two different types of bacteria
modelled with realistic geometries, and therefore overcoming the limitations of previous analytical
models, is shown as an important tool to interpret the experimental dielectrophoretic spectra. Since the
dielectrophoretic response of a bacteria is related to its own structure and physiological state, we
propose this method as a complement to classical methods for differentiating between gram-positive and
gram-negative bacteria, helping to avoid fails in their prediction and consequently, in the choice of an
appropriate first medical treatment. Similarly, antibiotic exposition of bacteria implies changes in
their dielectrophoretic responses —corvesponding to internal structural and biological modifications—
and hence, in their dielectric properties. In this way, the detection of antibiotic action over bacteria by
means of the analysis of the dielectrophoretic spectra is possible, allowing the extraction of useful
information for the required treatment to fight illnes. This wonld aid to prevent the widespread
problem of antibiotic resistances.

- The fifth chapter analyses the influences of the aggregation effects into “pearl-chains” originated by
the applied electric field, often accompanying the dielectrophoretic experiments. The theoretical
treatment of this situation has been wusually focused as dipole-dipole interactions, neglecting other



Goals and outline of the thesis

multipolar effects and therefore underestimating the forces between particles when they come closer.
Even though some research has been made to study interacting influences of neighbouring cells, the
basis of our numerical method mafkes this problem affordable in a simpler way than other treatments.
It gives very accurate results even when different siges of approaching particles are taken into account.
This first theoretical study of the interparticle interaction may be also useful to deal with colloidal
particles, providing important information related to polidispersitivity effects in electrorheological
Sfluids.

Focusing on the biomedical frame, a theoretical analysis of chaining formation of erythrocytes and
lmphocytes has been made. First, we intend to identify possible influences of a radiofrequency field on
the typical and known roulean formation of red blood cells, on the basis of the decrease of the energy
when cells are immersed in the electric field. Second, we analyse the shift of the crossover frequency
when T-cells form progressively longer chains. Theoretical studies are compared with experimental
results related to T-lymphocytes pearl-chaining in dielectrophoretic experiments performed by Dr
Pethig and collaborators at the University of Bangor (UK). The aim of this research is the detection
of possible activation effects in the immunological cells by means of the dielectrophoretic characteristic
crossover frequency, directly related to the electric properties of the cell membrane.

- The sixth chapter includes an analysis of the surface morphology of the cell not considered in
previous works on the subject. Taking into account two surface models for the cells —sinusoidal profile
and fractal geometry— we apply the boundary element and the finite element methods —for 2D and
3D models respectively— for getting further insight into the influence of the surface morphology on
relevant electrical parameters —like polarizability and transmembrane induced potential—. The study
has also been used for interpreting the observed influence of chaining on the dielectrophoretic spectra
when cells have a complex: surface. Finally, the rough surface model is applied to study echinocyte cells
—a pathological shape of erythrocytes with prominent protrusions over the surface— for analysing their
electrical bebavionr.
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Capitulo 1

INTRODUCCION A LLAS TECNICAS DE
CARACTERIZACION DIELECTRICA
CELULAR

Toda particula como consecuencia de sus propiedades eléctricas o magnéticas experimenta fuerzas y
torques al encontrase bajo la accidn de campos electromagnéticos. Cuando tales particnlas son célnlas
bioldgicas, su comportamiento ante el campo electromagnético puede revelar valiosa informacion sobre
su estructura, morfologia y fisiologia. En este capitulo se presenta una pequenia referencia a la
evolucion en el estudio de las propiedades eléctricas de las células, asi como de las técnicas empleadas a
tal efecto: desde los primeros indicios de interaccion entre el campo eléctrico y la materia orginica hasta
el establecimiento de la espectroscopia de impedancia y las técnicas electrocinéticas como métodos de
caracterigacion celular, pasando desde el empleo de electrodos manufacturados hasta el de dispositivos
de microfabricacion.



Capitulo 1 - Introduccidn a las técnicas de caracterizacién dieléctrica celular

1.1. ANTECEDENTES

Extraer informacién de los sistemas biologicos en base a su respuesta a un estimulo
eléctrico externo es el objetivo de los diversos métodos de caracterizacion de tejidos y células
bioldgicas desde hace casi una centuria. Ya a principios del pasado siglo, entre los afios 1910 y
1913, el médico aleman Héber, muy interesado en la fisiologia de la membrana celular, llevé a
cabo experimentos dieléctricos con eritrocitos con el fin de estudiar sus propiedades eléctricas
(Hober 1912). Pudo observar que a una frecuencia de 1kHz una suspension de eritrocitos
presentaba una resistividad de 1200 Q m, y que aumentando la frecuencia a 10 MHz, la
resistividad disminufa hasta 200 Q m. Advirtié6 también que la resistividad que presentaban
células hemolizadas —rotas— a bajas frecuencias era muy similar a la medida a altas frecuencias
en las células integras. Llegd asi a la conclusion de que en altas frecuencias no hay diferencia
entre células integras y células destruidas, dado que en el primer caso se mide la resistividad
de la solucién interna y en el segundo la de la solucién externa, siendo ambas electrolitos
concentrados. De este modo se empez6 a considerar que, eléctricamente, las células estaban
caracterizadas por un citoplasma de baja resistividad, rodeado por una membrana muy poco
conductora. Asimismo, se introdujeron los conceptos de capacidad especifica de la membrana
y la vatiacién de su impedancia con la frecuencia de la sefial eléctrica.

A partir de ahi, postetiores investigaciones corroboraron los resultados obtenidos por Héber.
En 1921 Phillippson, basindose en las medidas que llevé a cabo con eritrocitos, musculo
esquelético e higado, establecié el circuito eléctrico equivalente para biomembranas:
interpreté los resultados con el circuito de resistencia y capacidad en paralelo —representando
la membrana— a la que afladi6 una resistencia en serie —el citoplasma— (Phillippson 1921). En
1922, Osterhout media la conductividad de la membrana del alga matina Laminariaa 1 kHz y
atribuy6 su bajo valor cuando estaba viva a la escasa permeabilidad i6nica de la membrana, ya
que después de muerta tenfan la misma conductividad que el agua de mar (Osterhout 1922).
En 1925, Rogers y Cole confirman las propiedades capacitivas de la membrana observadas
por Hoéber en los eritrocitos, pero estudiando ahora los huevecillos del etrizo de mar Arbacia
punctulata (Rogers y Cole 1925). Se iban definiendo entonces con claridad como caracteristicas
eléctricas de la célula viva su intetior conductor —compuesto por una solucién ibénica— y la
capa relativamente impermeable y mala conductora que rodea a dicho electrolito.
Posteriormente, las numerosas investigaciones en el campo de las propiedades dieléctricas de
las células biolégicas y en su interpretaciéon mediante modelos de capas, comenzaban a
asentar las bases de la técnica conocida como espectroscopia dieléctrica o de impedancia.
Fricke desarrollé el modelo para una célula esférica rodeada por una fina capa de baja
conductividad (Fricke 1925), que posteriormente amplié para incluir el modelo multi—capas
(Fricke 1953) y geometrias elipsoidales (Fricke 1955). Cole, con su trabajo durante la década
de 1920 hasta la de 1940, hizo una gran contribucién a la medida e interpretacion del espectro
dieléctrico en general, asi como al de las suspensiones celulares y de tejidos (Cole y Cole 1941;
Cole 1972). Schwan, entre otros, aportaba los conocimientos extraidos de su indagacién sobre
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los fenémenos dispersivos de los materiales biolégicos en base a las teorias de Maxwell y
Wagner (Bothwell y Schwan 1956; Schwan 1957).

Pero a mediados del pasado siglo, paralelamente al desarrollo de la espectroscopia de
impedancia, hay una vuelta al estudio de la interaccion de la materia con campos eléctricos no
uniformes. Los efectos provocados por la no uniformidad del campo estaban ya presentes en
las obsetrvaciones recogidas por el filésofo Tales de Mileto cerca del afio 600 a.C., en lo que se
considera el descubrimiento de la electricidad. El trozo de ambar que después de haber sido
frotado con un pafio atrafa pequefias particulas de otros materiales, lo hacfa porque habia sido
cargado y a su alrededor habfa un campo no uniforme. Muchos siglos después, en el afio
1600, fue nuevamente seflalado un fenémeno similar por el médico Gilbert en su tratado
sobre el magnetismo “De magnete, magneticisique corporibus”, tras observar el cambio de forma de
las gotas de agua cerca de ambar electrificado. Sobre la atraccién que ejercian los campos
eléctricos en la materia organica tal vez se pensé que poco mas habfa que afiadir después del
desarrollo teérico que Maxwell llevé a cabo sobre los efectos electromagnéticos en el siglo
XIX. Sin embargo, fue en 1951 cuando el cientifico Pohl acufiaba el término de
dielectroforesis para denominar dichos fenémenos, recogiendo en aquél la descripcion del
fenémeno observado en el que particulas dieléctricas (dielectro) respondian con un movimiento
(phoresis, en griego) a la accion de un campo eléctrico no uniforme (Pohl 1951). La
dielectroforesis no ha de confundirse con otro fenémeno mis conocido, la electroforesis, en
el que una particula con carga neta responde con un movimiento a un campo eléctrico
externo.

Las principales aplicaciones del movimiento de particulas bajo los efectos de la no
uniformidad del campo estuvieron en principio orientadas a su manipulacion y separacion, en
base a sus distintas propiedades dieléctricas. En 1966 se realiz6 la primera separacién de
levaduras viables y no-viables (Pohl y Hawk 19606). Estos experimentos se hicieron extensivos
para separar otras células, como trombocitos de origen canino, bacterias, glébulos rojos,
cloroplastos y mitocondrias (Pohl 1978). En 1971 se profundiz6 en el estudio del
comportamiento DEP de las levaduras en funcién de determinados factores bioldgicos
controlados, como la edad del cultivo, efectos térmicos o de radiacion UV o la exposicién a
agentes quimicos (Pohl y Crane 1971). La separaciéon y manipulacion de particulas mediante
dielectroforesis se fundamentaba en la dependencia del fenémeno con la diferencia entre las
propiedades dieléctricas de las particulas y las del medio en que estan suspendidas, asi como
de la magnitud y la frecuencia del campo aplicado. Asi, mientras se iba perfilando el empleo
de la dielectroforesis para la caracterizacion dieléctrica de particulas, fue en el campo de la
fusién celular, en 1982, donde la manipulacién dielectroforética dio uno de los mas
espectaculares resultados: la electrofusion de dos tipos celulares aplicando un potente pulso
DC, que perforé las membranas en el punto de contacto entre las células previamente
colectadas mediante DEP sobre la superficie de los electrodos (Zimmermann y Vienken
1982). Pero la base de las anteriores aplicaciones dielectroforéticas se apoyaba en los diversos
modelos multicapa con geometrias esféricas, elipsoidales y cilindricas desarrollados también
para la interpretacién de los parametros dieléctricos en la espectroscopia de impedancia

- 11 -
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(Irimajiri ez al. 1979; Asami ez al. 1989; Gimsa y Wachner 1999). Estos hechos llevaron, en la
ultima década del pasado siglo XX, al empleo de la dielectroforesis como instrumento de
caracterizacion dieléctrica (Gascoyne e al. 1992; Huang et al 1992; Gascoyne et al. 1993;
Beving et al. 1994; Markx et al. 1994; Wang et al. 1994; Gascoyne ¢f al. 1995).

Desde los inicios de la dielectroforesis hasta el dfa de hoy, la evolucién de los electrodos que
generan el campo eléctrico no uniforme, ha pasado desde liminas, alambres, bastones o
puntas metalicas en sus mas diversas configuraciones y combinaciones — punta-placa (Pohl y
Hawk 1960), punta-punta (Pohl y Crane 1971; Iglesias ef a/. 1984), baston-placa (Kaler ez a/.
1995), alambres paralelos-placa, alambres paralelos y de cuatro polos (Gimsa ez a/ 1991)—
hasta llegar a incorporar la tecnologia de microfabricacién para diversas configuraciones de
electrodos (Price ez a/. 1988; Washizu 1990; Washizu ez a/ 1990; Fuhr ef al. 1992; Wang et al.
1993a; Markx ez al. 1994). Con este ultimo avance, todas las aplicaciones dielectroforéticas se
han visto enormemente beneficiadas, ya que la microtecnologfa ha permitido desarrollar
electrodos que optimizan el proceso, generando fuerzas DEP suficientemente intensas para
mover particulas empleando pequefios voltajes. Asi, se ha conseguido la manipulacion DEP
de particulas hasta del orden de décimas de nanémetros— como virus, proteinas y moléculas
de ADN- evitando la fuerte influencia los procesos aleatorios térmicos en determinadas
condiciones (Green ¢ al. 1997a; Asbury y van den Engh 1998; Hughes ¢# 2/ 1998; Yamamoto
et al. 2000; Hughes ez a/. 2001; Germishuizen ez a/. 2003; Nedelcu y Watson 2004; Zheng e al.
2004; Chang y Petit 2005; Nishikawa e 2/ 2005; Tuukkanen e 2/ 2005; Kang ez a/. 2000).
Ademas, ha favorecido la actual tendencia a crear dispositivos integrados de tamafio
micrométrico para el analisis y la manipulacién de bioparticulas, en lo que se conoce como
“laboratotio en un chip”.

Como resefia en este desarrollo, cabe destacar que la combinacién de la dielectroforesis con la
espectroscopfa de impedancia ha dado lugar una técnica denominada medida de impedancia
dielectroforética (DEPIM). En este caso, la técnica estd orientada principalmente a la
deteccién selectiva de particulas, en base a la impedancia medida entre los electrodos donde
las células son colectadas mediante dielectroforesis (Suchiro ef a/. 2003). De igual manera,
vatios trabajos presentan el método dielectroforético como alternativa a la citometria de flujo
en el analisis de los cambios inducidos en diferentes biopatticulas bajo la acciéon de diversos
agentes quimicos, como toxinas, drogas, antibiéticos, etc. La citometrfa de flujo es una técnica
de analisis celular que, mediante la medida de la dispersion de luz y/o fluorescencia de las
células, proporciona informacion sobre la estructura celular. Dielectroforesis y citometria de
flujo se emplean para evaluar la resistencia multidroga reversible (MDR) de células tumorales
(Labeed e al. 2003), o son comparados en su eficacia como métodos para detectar la
respuesta de células leucémicas a varios antibidticos (Ratanachoo ef a/. 2002). Finalmente, la
reciente combinacion de la dielectroforesis con pinzas Opticas (gpzical tweezers), ha posibilitado
la calibracion de la fuerza éptica con la que el haz laser —que convenientemente focalizado, es
capaz de confinar particulas microscopicas de forma controlada— atrapa particulas en
suspension (Papagiakoumou e a/. 2006). Un paso mas alld de este resultado, que llevaria a la
profundizacién en el conocimiento estructural de la célula, setfa poder medir la fluidez de la
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membrana en una célula que, atrapada por la pinza éptica, sufre una deformacion reversible al
verse sometida a su vez por una fuerza DEP que la empuja hacia la superficie de los
electrodos.

Aunque el presente estudio se centra en el ambito de la biologia, hay que sefialar que el uso de
campos eléctricos no uniformes es importante también en otros ambitos cientificos e
industriales donde tiene lugar la manipulaciéon de microparticulas, tales como en mineralogia,
xerograffa, electronica, industria farmacéutica, medio ambiente, tecnologia de los alimentos,
etc.

1.2. PROPIEDADES DIELECTRICAS DE LOS MATERIALES
BIOLOGICOS

Antes de abordar la caracterizacion de las células bioldgicas e indagar en el conocimiento
que, a través de los parametros eléctricos, podemos inferir del estado funcional de la célula,
introduciremos una visiéon general sobre el comportamiento de la materia ante un campo
eléctrico externo.

La respuesta de toda materia a un campo electromagnético viene descrita por las ecuaciones
de Maxwell. Segun éstas, dicha respuesta depende de los parametros eléctricos pasivos de la
materia: la conductividad eléctrica o, la permitividad eléctrica ¢, y la permeabilidad magnética
u. La mayor parte de la materia biolégica tiene una permeabilidad magnética similar a la del
vacio, u,, pot lo que el analisis de su respuesta dieléctrica se centra en la conductividad y en la
permitividad relativa a la del vacio. Estos parametros constitutivos de la materia proporcionan,
por un lado, su capacidad para permitir el movimiento de los portadores de carga en su seno
y, por otro, una medida de su polarizabilidad. Respecto a los materiales neutros, heterogéneos
y dispersivos —caracteristicas de la materia biologica— sus propiedades eléctricas, por propia
definicién, presentan una dependencia con la frecuencia del campo eléctrico. Un primer
analisis del comportamiento de un material neutro bajo el campo puede llevarse a cabo
mediante un espectro dieléctrico, a través del cual se mide su permitividad compleja en un
rango determinado de frecuencias. La permitividad compleja engloba los parametros constitutivos
—permitividad y conductividad— por lo que un anlisis del espectro junto con un correcto modelo
de interpretacién proporcionara valiosa informacién sobre la estructura y, en su caso, sobre las
propiedades funcionales de la matetia. La permitividad compleja € esta definida como

Ewy=e—iZ (1.1)
w

donde w es la frecuencia angular y 7 = V-1 la unidad imaginaria. Para la mayor parte de las
sustancias, la permitividad y la conductividad son constantes solo en un rango determinado
de la frecuencia. La tendencia general es una caida escalonada de la permitividad al tiempo
que la conductividad aumenta al recorrer en sentido creciente las frecuencias del espectro.
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Esta caida escalonada es caracteristica de los fenémenos dispersivos que podemos considerar
desde dos aproximaciones diferentes. En materiales biolégicos, teniendo en cuenta su
naturaleza fisica, hablamos de la dispersion de Maxwell-Wagner a nivel estructural, y de la
dispersion de Debye a nivel molecular. O bien, atendiendo al rango de frecuencias en el que
ocurren, los materiales bioldgicos se caracterizan por presentar tres dispersiones principales,
conocidas por dispetrsiones a, f y p, tal como muestra la Figura 1.1 para una suspension
celular (Schwan 1957). A bajas frecuencias —por debajo de algunos kHz— se presenta la
dispersion @ que recoge numerosos efectos relacionados con el procedimiento experimental
de adquisicién del espectro: relajaciones hidrodinamicas, corrientes inducidas de conveccién
electro-osmoticas, electroforesis de la particula o procesos de doble capa idnica y de
polarizacién de los electrodos en la interfase electrodo-electrolito. Todos estos efectos son
dificilmente sepatables, por lo que pueden introducir errores en la medida de las propiedades
dieléctricas de las particulas en suspensiéon. En la dispersion f —en el rango de
radiofrecuencias, desde algunos kHz hasta aproximadamente 100 MHz— se observan las
dispersiones de origen estructural, principalmente por la polarizacion interfacial Maxwell-
Wagner en la interfase membrana-electrolito, o debidas a la dependencia frecuencial de la
orientacién de dipolos moleculares, llamadas entonces dispersiones Debye. Por dltimo, la
dispersion y —en el rango de microondas, por encima de 100 MHz— es debida a la asociacion-
disociacion de grupos cargados de pequefias moléculas asi como a la dispersion de las
moléculas de agua.

Permitividad compleja

f (Hz)

Figura 1.1. Espectro ideal de las propiedades dieléctricas de suspensiones celulares y
tejidos, en términos de la parte real € — la permitividad relativa — y la parte imaginaria &~
— pérdida dieléctrica — de la permitividad compleja relativa.

Los efectos dispersivos de las estructuras mas finas dentro de las células exigen una mayor
diferenciacién del espectro, ya que en baja frecuencia, radiofrecuencia y microondas se
observan multiples comportamientos dispersivos. Es el caso de proteinas y otras
macromoléculas que producen dispersiones a frecuencias que pueden encontrarse desde el
rango a hasta el rango p, dependiendo del tamafio y la carga de las moléculas. Por ejemplo,
entre las dispersiones fy p, tal y como aparece en la figura 1.1, se da la llamada dispersion 4,
cuyo origen se encuentra en los procesos dispersivos de las moléculas de agua ligada a
proteinas y en el movimiento de otras proteinas internas.
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1.2.1. PROPIEDADES ELECTRICAS DE LAS CELULAS

Un paso necesario para una correcta interpretaciéon de la respuesta dieléctrica de la
materia biolégica, es el conocimiento de las distintas estructuras celulates, que posteriormente
incorporaremos a los modelos dieléctricos de las células. Por eso, se realiza un breve analisis
de cada una de las estructuras implicadas en el comportamiento celular frente a un campo
eléctrico.

A.La superficie celular

La superficie mas externa es el limite entre la célula y su entorno, y su composicion es
mas o menos compleja dependiendo del tipo de célula. Por ejemplo, algunas bacterias pueden
llegar a presentar una capa de proteinas (conocida por capa S), fimbrias y pilis (ambos de
naturaleza proteica), o una capa de glicocaliz (material polisacarido) que se extiende a lo largo
de toda la célula.

Por tanto, siendo predominantes en la capa superficial de practicamente todas las células los
grupos de carga negativa —como carboxilos o fosfatos—, los iones positivos del medio son
atrafidos a la superficie creando una doble capa idnica. La formacién de esta doble capa
explica el alto valor de la permitividad observado en bajas frecuencias, y los efectos
dispersivos que en ella se producen se encuentran en el rango de la dispersion a.

B.La pared celular

Esta envoltura es caracteristica de las células vegetales y de algunos microorganismos, y es
responsable de la rigidez de estas células. Presenta una diversificada y elaborada estructura
que varfa entre distintas células. La composicion principal consiste en largas cadenas de
polisacaridos, aminoacidos y otros polimeros. Los grupos cargados de la pared hacen que ésta
actie como intercambiador idnico, por lo que sus propiedades eléctricas cambiarin en
funcién de la concentracion idnica del medio circundante. Los trabajos de Carstersen
(Carstensen y Marquis 1968) mostraron que la conductividad de la pared permanece
relativamente constante cuando dicha concentracién permanece baja, pero que aumenta
rapidamente si la concentracién iénica del medio excede a la propia de la pared.

C.La membrana

La membrana plasmatica, componente principal de las células, consiste en una bicapa
lipidica de entre 4 y 10 nm de espesor en la que se disponen diversas proteinas que, formando
canales transmembrana, regulan el transporte de nutrientes entre el exterior y el interior
celular. En condiciones normales, la membrana presenta baja permeabilidad iénica, por lo que
es considerada como una capa de baja conductividad, permitiendo a la célula mantener una
diferencia de potencial con el medio externo. Esta diferencia de potencial es lo que se conoce
por potencial transmembrana (TMP), cuyo valor oscila entre 10 y 100 mV, y que mantiene el
interior celular negativo respecto al exterior. E1 TMP juega un importante papel energético y
de transporte en la actividad metabélica celular, y por tanto revela el buen estado fisiolégico

- 15 -



Capitulo 1 - Introduccidn a las técnicas de caracterizacién dieléctrica celular

de la célula. Mientras, el valor normal de la capacidad que presenta una membrana plasmatica
es de 10 mF/m?, aunque la presencia de ramificaciones como pliegues, microvellosidades o
bolsas, influye en la estimacion de este valor y de su dependencia con la frecuencia del campo
aplicado. De ello se deduce la importancia de incluir esta estructura de la forma mas detallada
posible en el modelo que apoye la caracterizaciéon dieléctrica de la célula. Dado el
comportamiento y la estructura de la membrana, esta bicapa lipidica se ha comparado en
multiples ocasiones con el espacio entre las dos placas de un condensador. Asimismo, el
efecto de dispersion f que aparece en el rango de radiofrecuencias se ha atribuido al
fenémeno de relajacion Maxwell-Wagner que se da en las interfases entre los medios
conductores intra y extracelular, y la membrana aislante.

D.El citoplasma

El interior celular estd compuesto por una solucién electrolitica en la que podemos
encontrar proteinas, moléculas de agua libres o ligadas a proteinas, acidos nucleicos, pequefias
moléculas y en el caso de las células eucariotas, ademas organulos intracelulares —como el
nicleo o vacuolas— que afectan también a las propiedades dieléctricas. El citoplasma puede
considerarse como una solucion salina altamente conductora con una gran concentraciéon de
material organico. Las dispersiones en el citoplasma sélo pueden ocurrir una vez que la
barrera membranosa ha sido superada por el campo eléctrico, por lo que nos situamos en el
rango de altas frecuencias. Especialmente significativas a frecuencias mayores de 20 MHz son
las dispersiones provocadas por la rotaciéon de las moléculas de agua, tanto las ligadas a
proteinas, como las que no lo estan.

1.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION CELULAR

La caracterizacion de sistemas heterogéneos, entre los que se encuentran las células
biolégicas, requiere técnicas de medida que presenten bajo riesgo de desnaturalizacion de la
particula, o dicho de otro modo, de métodos no invasivos. El caricter no invasivo de una
técnica en la cual la célula es sometida a la accién de un campo eléctrico, viene dado por el
valor del potencial de membrana inducido por dicho campo. Para medidas dieléctricas con
campos de intensidad Ey= 100 V/m y frecuencia desde 1 Hz hasta 10 MHz, éste no supone
mas que un 0.05% del valor de potencial de membrana (Gheorghiu 1996). Como método no
invasivo, el empleo de medidas dieléctricas para el estudio de parametros moleculares y
celulares es, a dia de hoy, una técnica establecida, cuya importancia sigue vigente alentada por
la necesidad de posible mejoras, tanto en la técnica como en su interpretacion (Pethig y
Markx 1997).

En el origen de las técnicas de caracterizacion celular, se ha visto como la medida de la
impedancia eléctrica ya fue empleada por Hober a principios del siglo XX en su estudio sobre
la membrana de los eritrocitos. Desde entonces, la espectroscopia de impedancia eléctrica
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(EIE), también conocida como espectroscopia dieléctrica, se ha venido aplicando reiterada y
regularmente como método de caracterizaciéon. Sin embargo, los problemas implicados en la
toma de medidas a través de dicha técnica, y el desarrollo de la microtecnologfa en los tltimos
afios, ha facilitado que los fenémenos electrocinéticos —dielectroforesis (DEP) vy
electrorotaciéon (ER)— supongan una potente alternativa para la caracterizacién celular. A
pesat de que el conocimiento expreso de la dielectroforesis se produjo hace mas de medio
siglo, su empleo como herramienta analitica para la extraccion de los parametros eléctricos de
los compartimentos de la célula biologica es reciente (Burt ef a/. 1990; Gimsa 2001; Holzel
2002; Hughes ez a/. 2002; Ratanachoo ez al. 2002; Johari ef al. 2003; Labeed ez a/. 2003; Broche
et al. 2005; Labeed e al. 2005; Labeed ez a/. 2006). Durante afios, y sobretodo en la década de
los noventa, la principal aplicaciéon del fenémeno dielectroforético habia sido su empleo
como herramienta para manipulacién, separacion, clasificacién y concentracién de
bioparticulas (Becker ¢z al. 1995; Talary et al. 1996; Green ef al. 1997b; Docoslis ¢t al. 1999;
Ikeda ez al. 2003).

Mas concretamente, la espectroscopfa de impedancia consiste en la aplicacién de una
diferencia de potencial alterno entre los electrodos en contacto con la suspension celular a
investigar: tomando como referencia la corriente alterna que pasa a través de la muestra, se
compara con el voltaje de salida. De este modo, resulta una medida directa de la impedancia
que la suspension celular ofrece al campo eléctrico y, barriendo un rango de frecuencias, nos
permite obtener el espectro caracteristico. Este espectro es caracterizado con la ayuda de un
circuito equivalente cuyo comportamiento simule la respuesta de la suspensién celular al
estimulo eléctrico modelo —Cole-Cole, Davidson y Cole, etc— y con modelos del
comportamiento eléctrico de la suspensiéon —modelos de Maxwell, Bruggeman, Hanai,
Looyenga, etc (Takashima 1989)—. Sin embargo, esta técnica de caracterizacién presenta
algunos inconvenientes, tales como la polarizaciéon de los electrodos —consecuencia del
contacto de soluciones electroliticas con el metal del electrodo— que supone serios problemas
de medida en frecuencias por debajo de los 10 kHz, o la elevada densidad de particulas —
requerida para obtener una buena sensibilidad en la medida—, y que favorece la interaccién
entre ellas introduciendo efectos no lineales en la dependencia frecuencial de la respuesta al
campo. Presenta también la limitacién del estudio a unos valores relativamente bajos de la
conductividad del medio, con lo que no es posible realizar experimentos en las condiciones
fisiolégicas normales de las células.

Por su parte, las técnicas electrocinéticas evitan en cierto grado algunos de estos
inconvenientes. Estan basadas en la interacciéon del momento dipolar inducido en la particula
con el campo eléctrico inductor. En un primer acercamiento a la terminologfa, diremos que la
diclectroforesis, cuyo acrénimo DEP proviene del término inglés dielectrophoresis, es el
movimiento traslacional que sufren particulas neutras en regiones de gradiente de campo,
mientras que la electrorotaciéon es el movimiento rotacional de las mismas en campos
eléctricos rotativos. Ambos fenémenos pueden usarse de forma complementaria para extraer
informaciéon de las particulas bajo estudio cuya estructura y parametros dieléctricos son
desconocidos (Wang ef a/. 1993b). Las ventajas que presentan los métodos electrocinéticos
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frente a la espectroscopia de impedancia son, por un lado, una mayor precision de los
parametros al poder caracterizar las particulas de forma individual, o con pequefios
volumenes de particulas en suspension, evitando las interacciones entre las mismas; y por
otro, un soporte tecnolégico que posibilita limitar los fenémenos que interfieren con las
medidas a bajas frecuencias —rango de dispersion a del espectro— como son las interacciones
electrolito-electrodo, los fendmenos hidrodinamicos, las corrientes de conveccion, el
movimiento aleatorio de las particulas submicroscépicas, etc.

En resumen, mientras que la impedancia dieléctrica es una medida directa de la respuesta al
campo eléctrico de una suspensién celular, las técnicas electrocinéticas analizan la
dependencia frecuencial de los movimientos de traslacion y de rotacién de las particulas bajo
campos no uniformes o rotatorios, respectivamente. A su vez, aquélla proporciona un
promedio estadistico de datos del conjunto celular, mientras que éstas permiten el analisis de
una unica célula. Ahora bien, en cualquiera de los métodos, las respuestas de las particulas
estan basadas en los mismos principios de polarizacion interfacial Maxwell-Wagner, por lo
que la informacién que puede obtenerse sobre las propiedades estructurales y eléctricas de los
sistemas heterogéneos a nivel molecular y macroscépico a través de ellas es similar (Wang ef
al. 1993b; Gimsa y Wachner 1998). En la Figura 1.2 se presenta de forma esquematica las
estructuras y propiedades dieléctricas de las células que responden en los distintos rangos de
la frecuencia del campo aplicado, pudiendo ser investigadas por la espectroscopia dieléctrica y
la dielectroforesis.

Espectroscopia

Dielectroforesis

10t 10° 10* 102 10® 10¢ 105 10 107 108 10° 10% 10t

I I I I I I I I I I I I 1 f (Hz)
Tejido ADN, ARN Células Lipidos Amino Agua
Proteinas acidos
dispersion o dispersion B dispersion & dispersién 'y

Figura 1.2. Rangos de frecuencias que abarcan las técnicas de caracterizacion dieléctrica,
junto con los correspondientes a las dispersiones dieléctricas en biomateriales (Feldman ez
al. 1992).

1.4. CARACTERIZACION DIELECTRICA Y TECNICAS
ELECTROCINETICAS AC

Los fenémenos electrocinéticos se definen como los movimientos producidos por las
fuerzas o torques que toda particula sometida a un campo eléctrico expetimenta como
consecuencia de sus propiedades eléctricas. Dependiendo de la naturaleza del campo eléctrico
aplicado, de las particulas y del medio en el que se encuentran suspendidas, se pueden inducir
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diversos movimientos sobre aquéllas en funcién de la aplicacion buscada. En el caso general
de una particula esférica homogénea e isotrépica de radio 4, permitividad &, y conductividad
0y, suspendida en un fluido de caracteristicas &,y 0, y sometida a un campo eléctrico de
frecuencia w, E=Eye o el promedio de la fuerza que actia sobre la particula resulta ser,

F(t)) =2r¢,a3|Re(fo ) VE. +1m(fo,)| E2V@, +E2Vp +E2V g, 1.2)
m C s C x x y y (

donde E,,; es el valor eficaz del campo eléctrico, de componentes (E,, E,, E,) y fases (¢x, @y,
0.); Re( fon) v Im( foy, ) son la parte real e imaginaria del llamado factor de Clausius-Mossotti,

Jeu - En esta expresion para la fuerza se observan las distintas contribuciones independientes

al movimiento de la particula, que seran expuestas en sucesivos apartados: por un lado, la
referida a la no uniformidad espacial de la magnitud del campo eléctrico, que origina la
dielectroforesis (DEP), y por el otro, la no uniformidad de la fase, que da lugar bien al
fenémeno de la electrorotacion (ER), cuando el campo eléctrico aplicado es rotatorio, bien al
fenémeno combinado de dielectroforesis y onda viajera (##DEP). El factor complejo f,,, de

la ecuacion (1.2) esta definido por

£,(0)-Z, (o)

fCM (o) = (1.3)

£,(0)+28, (o)

donde las permitividades complejas, &,= ¢, — 7 (0, /@) y, analogamente, &, recogen los dos
aspectos de la respuesta eléctrica de la materia, conduccion y polarizacion, en funcién de la
frecuencia del campo eléctrico. Los diferentes valores de la permitividad a ambos lados de la
interfase entre la particula y el medio dan lugar a la llamada relajacion interfacial de Maxwell-
Wagner. Este fendmeno se origina como consecuencia de la respuesta no inmediata al campo
eléctrico aplicado, y por tanto, el tiempo necesario para que la carga superficial se disponga en
la interfase de los medios. Esta relajacion explica el comportamiento dispersivo intrinseco de
toda particula homogénea en un medio fluido sometida a un campo eléctrico. Para el caso de
particulas multicapa —como las células biol6gicas— ha de considerarse no sélo el fenémeno de
relajacion en la interfase particula-medio externo, sino también en cada una de las superficies
que separan dos medios en la particula. Asi, los procesos de polarizaciéon de cada una de las
interfases quedaran reflejados en la expresion del factor de Clausius-Mossotti, que presentara,
consecuentemente, mayor complejidad.

Todos los fendémenos dispersivos llevan asociados un tiempo de relajacion que les caracteriza.
Reordenando la expresion (1.3) del factor de Clausius Mossotti se obtiene:

c,—0, iot, +1

Jew (@) = (1.4)

o,+20, \iot,, +1

donde
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&, +2¢, &, —¢
roo=-£ " y r =t (1.5)

MW
o, +20,, o -0

son las constantes de tiempo de relajacion que caracterizan el fenémeno dispersivo intrinseco
de una particula homogénea. En concreto, la constante 7w estd asociada con el efecto
Maxwell-Wagner de acumulaciéon de carga libre en la superficie de la particula. Haciendo un
analisis de f,, en los rangos de baja y alta frecuencia segtin la ecuacién (1.4), encontramos

que
. o, -0
lim f,, =——" (1.6
MW_>0 ’
“n o,+20,
. 2 8[1 - gm
lim f,, =— (L.7)
OTyy, —>0 gp + zgm

De acuerdo con la relacién (1.6), en el limite de bajas frecuencias es la conductividad, y por
tanto la carga libre, la que domina el comportamiento de la particula bajo el campo, mientras
que en el rango de altas frecuencias, ecuacion (1.7), es la permitividad la que gobierna el
proceso de relajacion interfacial.

El factor de Clausius-Mossotti es, de este modo, el que determina el espectro de la fuerza y el
torque que actian sobre una particula cuando se encuentra bajo un campo eléctrico no
uniforme que barre un rango de frecuencias. Un ejemplo tipico del aspecto de este espectro
esta recogido en la Figura 1.3. En él quedan reflejadas las componentes real e imaginaria

1.0

0.5

0.0

n-DEP fxl

Re (fi ) 1m (7))

-0.54

T T T T T T T

100 10° 10° 10° 10° 10° 100 10° 100 10°
f(Hz)
Figura 1.3. Espectro tipico de una célula esférica rodeada por una membrana sometida a
un campo eléctrico no uniforme. Los parimetros asociados a citoplasma, membrana y
medio en el que se encuentra suspendida son, respectivamente, & = 50&, 0. = 0.5S/m, &, =
15&, 0w =0 y & =808, Op =1.5mS/m.
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de £.,,, a las que son proporcionales la fuerza DEP y el torque ER respectivamente. Aparecen

ademas dos dispersiones caracteristicas de una particula con una capa, una creciente y otra
decreciente, en las regiones de baja y alta frecuencia respectivamente, dentro del rango de
radiofrecuencias. Las frecuencias asociadas a estos fenémenos dispersivos son las llamadas
frecuencias de cruce, a las que Re( f,,,) = 0, o lo que es lo mismo, las propiedades dieléctricas

efectivas de la célula coinciden con las del medio. Mediante el estudio de la variacién de £,
respecto a la conductividad del medio externo, se han extraido en numerosas ocasiones las
propiedades dieléctricas de diversas células (Huang ez a/. 1996; Chan ez al. 1997; Gascoyne ez
al. 1997; Pethig et al. 2002; Ratanachoo e al. 2002). De hecho, ., se encuentra en el rango de
valores de frecuencias en el que la composicién e integridad de la membrana celular son los
principales factores a tener en cuenta. Por su parte, la frecuencia de cruce £, apenas ha sido
considerada hasta el momento, muchas veces debido a las limitaciones de frecuencia de los
generadores de sefial empleados para el proceso experimental. Por encontrarse en altas
frecuencias, se puede deducir que £, deberfa reflejar las propiedades del citoplasma celular,
que se hacen evidentes en el momento en que la membrana se hace transparente a la
frecuencia del campo eléctrico aplicado. Asi lo explican en sus trabajos Ratanachoo
(Ratanachoo ¢ al. 2002) y Castetllarnau (Castellarnau e a/. 2006), donde afirman la
dependencia de fi2 con los parametros dieléctricos del citoplasma, llegando a extraer una
medida directa de la conductividad del citoplasma a partir de fio. Correspondientemente, la
frecuencia ., es aquella a la que el fenémeno electrorotacional cesa, es decir Im( f,,) = 0 por

lo que la particula tiene una velocidad angular nula. Como se observa en la figura 1.3, la
frecuencia de cruce f, tiene una mayor indeterminacion debido a la disposicién tangencial de
la curva respecto al eje de abcisas. Por esto, fir no es una frecuencia util para extraer
experimentalmente informacién dieléctrica sobre la particula.

Estos dos fenémenos electrocinéticos, dielectroforesis y electrorotaciéon, que aparecen
normalmente asociados, pueden analizarse de forma independiente. Aunque el presente
trabajo de investigacion se centra en la aplicacién de la dielectroforesis para la caracterizacion
celular, la electrorotacién ofrece también la posibilidad de extraer informacién tanto
estructural como fisiologica de la célula. Mediante un mayor acercamiento a estos fenémenos
se expone la base tedrica sobre la que se apoya este estudio, considerando previa y
brevemente la dinamica de las particulas expuestas a la electrocinética AC.

1.4.1. DINAMICA DE PARTICULAS EN FENOMENOS
ELECTROCINETICOS AC

Puede deducirse de la ecuacién (1.2), que a medida que las dimensiones de la patticula se
reducen, es necesario aumentar el gradiente de campo eléctrico para inducir su movimiento
por medio de una fuerza DEP. Los tamafios de las bioparticulas sometidas a dielectroforesis
varfan desde las 0.01 pm de algunos virus, pasando por bacterias de entre 0.5 y 5 um, hasta
llegar a las 15 pm de las células animales mds grandes. Normalmente, estas particulas se
suspenden en medios acuosos cuyas conductividades o concentraciones inicas oscilan entre
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10° y 1 S m-l. El movimiento de estas particulas suspendidas en un medio i6nico bajo la
accion de un campo eléctrico, puede estar determinado por multiples fuerzas actuando sobre
ellas, que enmascaran mutuamente sus efectos. Entre estas fuerzas se encuentran las que
actdan directamente, como la fuerza dielectroforética, la fuerza browniana o las fuerzas de
sedimentacién, y las que afectan indirectamente a la particula como consecuencia de los
cambios ocurridos en las propiedades del fluido, las fuerzas electrohidrodinamicas y
eletrotérmicas. Mediante el control de ciertos factores experimentales como la conductividad
del medio de suspension, la frecuencia y voltaje del campo aplicado, asi como las dimensiones
y geometria del dispositivo, puede llegar a inducirse el movimiento de las particulas de forma
deterministica y controlada.

A.Fuerza dielectroforética, fuerza de sedimentacién y movimiento
Browniano

Diversos estudios sobre la dinamica de particulas (Ramos ef a/. 1998; Green ef al. 1999;
Ramos ez al. 1999; Green et al. 2000; Castellanos ez al. 2003; Castellanos ez al. 2004), presentan
el analisis de la velocidad inducida sobre una particula esférica de radio « suspendida en un
fluido de viscosidad 7 y bajo la accién de una fuerza externa F, en base a la ecuacion del
movimiento,

m%: —67na(v —u)+ F (1.8)

siendo m y v la masa y la velocidad de la particula respectivamente, # la velocidad del fluido, y
el primer término del segundo miembro representando la fuerza de arrastre del fluido sobre la
particula. Resolviendo la ecuacion se obtiene la velocidad v de la particula

v=[u+§j[l—e_(§/m)t} (1.9)

donde se ha supuesto que la particula parte del reposo, y que & = 67ma es el coeficiente de
friccion. La particula aumenta su velocidad hasta alcanzar una velocidad terminal v, en un
tiempo caracteristico 7 = z/ & Para bioparticulas este tiempo es del orden de 10 s, resultando ser
mucho menor que el tiempo de observacion (~ 1 ms). Despreciando por tanto el proceso de
aceleracion de la particula, esta se mueve a una velocidad terminal dada por la expresion

F
—u+— 1.10
v u+§ (1.10)

Entonces, toda medida de la velocidad de la particula es una medida de la velocidad del fluido
y la velocidad inducida por la fuerza a la que se encuentra sometida. A partir de esta expresion
se deducen las velocidades inducidas sobre una particula por las fuerzas browniana,
dielectroforética y gravitatoria.

Suponiendo un campo eléctrico de fase constante, segin la ecuacién (1.2) la fuerza DEP
vendra dada por
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(Fy (1)) =27g,a’Re(foy) VE? (1.11)

DEP rms

De acuerdo con la expresion (1.10), la velocidad dielectroforética inducida sobre una particula
esférica de radio a resulta

2
a‘e,

Yo =5, Re(foy) VE,, (1.12)

Por simplicidad del analisis, se supone un campo eléctrico AC sobre un par de electrodos
planos semi-infinitos, de longitud milimétrica, y separados una distancia micrométrica, cuya
reaccion se muestra en la Figura 1.4. La expresion analitica para el campo eléctrico
despreciando los efectos de borde, es

E(r) :%ng (1.13)

donde V es el voltaje aplicado, y r es la distancia al centro del gap. Suponiendo ademas que el
factor de Clausius-Mossotti toma el valor unidad, la estimacién de la velocidad inducida

queda

Vpgp © 0,035 5m (1.14)

E(r,0

=qE,

]

+V E Y -V

Figura 1.4. Dibujo esquematico del modelo analitico para el campo eléctrico creado por
dos placas paralelas semi-infinitas separadas por un pequefio gap. Al cubrir los electrodos
con una solucién acuosa se induce una doble capa sobre los electrodos, ocasionando un
efecto electro-osmotico: la carga inducida se ve sometida a la accién de la componente
tangencial del campo, provocando el movimiento del fluido desde el borde interno hacia
el centro de los electrodos.

Bajo la influencia de la gravedad las particulas sufren la llamada fuerza de sedimentacion,
gobernada por el principio de Arquimedes, que las lleva hacia la superficie de los electrodos.
La expresion general para esta fuerza ejercida sobre una particula de volumen v y densidad p,,
en un medio de densidad p,, viene dada por

F=v(p,-p,)g (1.15)
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donde g es la aceleracion de la gravedad. La velocidad estimada para el caso de una particula
esférica de radio @ por efecto de la gravedad resulta

v, 0.2Mg

(1.16)
Puede deducirse de las ecuaciones (1.14) y (1.16) que, en periodos cortos de observacién, el
movimiento gravitacional de una particula es menor que el causado por DEP, dado que
ambos dependen de @ y de la distancia  de la particula a los electrodos es del orden de
micras.

Por su parte, aunque el promedio de la fuerza aleatoria sobre una particula debido al
movimiento browniano es cero, su desplazamiento sigue un perfil gaussiano con una media
de desplazamientos dada por

kT

3zan

|A%[" =2DA At (1.17)

donde D es el coeficiente de difusién, kg la constante de Boltzman, T la temperatura absoluta
y Az el tiempo de observacién. Para que una fuerza F actuando en una particula durante un
intervalo de tiempo Af sea deterministica, ésta ha de provocar un desplazamiento mayor que
el debido al movimiento aleatorio. Es decir, sea

F
AX=—At 1.18
: (1.18)

el desplazamiento de la particula segin la ecuacién (1.10) bajo la fuerza F. Si este
desplazamiento es mayor que el dado por la ecuacién (1.17), tal que

18k,T
At

|F|> & (1.19)

donde se han tenido en cuenta los tres grados de libertad de la particula, entonces el
movimiento generado por F serd deterministico. Segin esta ecuacién, cuanto mayor sea el
periodo de observacion, menor sera la fuerza requerida para provocar un movimiento
deterministico. Pero este analisis es so6lo aplicable al caso de particulas aisladas, o bajas
concentraciones de particulas, ya que para altas concentraciones de particulas habrian de
considerarse los efectos de interacciéon. Aunque la fuerza browniana se habfa considerado
como el principal impedimento para la correcta experimentacién dielectroforética sobre
particulas muy pequefias (Pohl 1978), en trabajos recientes se demuestra cémo el virus del
mosaico del tabaco —bacilo de dimensiones 300 nm x 18 nm— y el virus del Herpes simplex
—esfera de 250 nm de didmetro—, son movidos bajo fuerzas dielectroforéticas del orden de 10 N
y 10" N, respectivamente, y con campos del orden de 10° V/m (Morgan y Green 1997;
Hughes et al. 2001). Del mismo modo, se ha llevado a cabo la manipulacién dielectroforética
de macromoléculas, lo que demuestra que, incluso para particulas de tan reducido tamafio, el
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movimiento aleatorio browniano no es suficiente para apantallar la coleccion dielectroforética
(Washizu ez al. 1994). Todo esto ha sido posible por la introduccion de las estructuras micro y
nanométricas para la fabricacion de los electrodos, lo que ha facilitado la generaciéon de
campos eléctricos suficientemente intensos, sin necesidad de grandes voltajes, haciendo de la
dielectroforesis un fenémeno deterministico.

B.Fuerzas electrotérmicas y electrohidrodinamicas

Aplicar un campo eléctrico no uniforme sobre unos electrodos de dimensiones
micrométricas rodeados de un medio electrolitico, implica la generacién de un movimiento
del fluido, principalmente por efectos electrotérmicos y electro-osméticos.

Respecto a los fenémenos electrotérmicos, el andlisis parte de la ecuacion del balance
energético en base a la distribucion de temperatura,

kV’T+0E* = p,c, (aé—f+(v.V)Tj (1.20)

donde k y o son la conductividad térmica y eléctrica del medio fluido respectivamente, p,, su
densidad, T la temperatura absoluta, y ¢, el calor especifico. Tras la aplicacién del campo
eléctrico, el sistema alcanza el estado estacionario en aproximadamente 1 ms, por lo que para
frecuencias mayores de 1 kHz el cambio de temperatura es despreciable. Ademas, en
condiciones de equilibrio (f > 1 ms), el aumento de temperatura que pueda darse no depende
del movimiento del fluido. De este modo, la ecuacién del balance energético de fluidos queda
dependiente del efecto Joule, y se reduce a la ecuacién de Poisson:

VT +0(E*)=0 (1.21)
La densidad de potencia generada sobre el fluido por este campo viene dada, de acuerdo con
(1.13), por

=D (1.22)

2.2
Tr

W=o(E")
Asi, la ecuacion de balance energético en coordenadas polares resulta:

) 2
ko (r ZT) koT _ oV, (1.23)
v

"2 Ap2 2 2
r or r- o6 Tr

Simplificando para un sistema ideal como el descrito en la Figura 1.4, y bajo la hipétesis de
que los electrodos se encuentran a temperatura constante, el incremento de temperatura del
sistema en estado estacionario viene dado por

AT = M(1—£J (1.24)
2k V4
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El incremento méaximo de temperatura se produce cuando el dngulo 6 = 7/2, es decir,

AT = oV, / 8k Para un sistema tipico de microelectrodos, compuesto por dos tiras paralelas

rms

de dimensiones medias 100 um x 100 pm x 2 mm y separadas 50 pm, sobre las que se aplica
un voltaje de 10 V, la potencia disipada en el sistema cuando la conductividad del fluido es
0.01 S/m, resulta ser de 8 mW. El méaximo incremento de temperatura que se da en el centro
del espaciado entre los electrodos es de apenas 0.1 °C, si bien, a través de la ecuacion (1.24) se
deduce la importancia de emplear soluciones poco conductoras para evitar un excesivo
incremento de temperatura que pudiera provocar la desnaturalizaciéon del material bioldgico
expuesto.

Las variaciones de temperatura causadas por la no uniformidad de campo eléctrico y, por
tanto, de la densidad de potencia sobre el sistema, provocan cambios locales en la densidad,
viscosidad, permitividad y conductividad del medio fluido, dando lugar asi a otras fuerzas
sobre el fluido. Los gradientes de la permitividad y la conductividad que provoca el gradiente
de temperatura tienen las expresiones Ve = (0e/ 0T) VT y Vo = (0o / 0T) VT . Dados los
pequefios cambios de temperatura, los incrementos relativos de la permitividad Ag/g y
conductividad Ao /o son mucho menores que la unidad (Ramos ¢# a/ 1998), por lo que la
fuerza eléctrica sobre el fluido por unidad de volumen es

()= gee|

(UVS—SVO‘)E] P B

< |E'——|E[ Ve (1.25)
o+iws 2

El primer término a la derecha de la igualdad representa la fuerza de Coulomb, y el segundo
la fuerza dieléctrica. Cada una de ellas es dominante en un rango de frecuencias, dindose la
transicién entre ambas a una frecuencia muy proxima a la inversa del tiempo de relajacion del
electrolito, 7 = &/0. A frecuencias @ » 0/¢& (mayores que la frecuencia caractetistica de
relajacion de carga del medio) la fuerza dieléctrica es el factor dominante en la ecuacién
(1.25), mientras que la fuerza de Coulomb domina en bajas frecuencias, @ « o/ & Para los
valores experimentales de la conductividad de las soluciones salinas empleadas, del orden de
107 S/m, la frecuencia de relajacion de la carga del electrolito se encuentra en el rango de 10°
Hz, por lo que los estudios dielectroforéticos realizados en un rango de frecuencias entre 10*
hasta 10° Hz se veran minimamente afectados por estos efectos electrotérmicos.

Por su parte, los efectos de conveccion debidos a la influencia de los cambios térmicos sobre
la densidad del medio fluido, se analizan a través de la fuerza de empuje segtin la ecuaciéon

op,
F, =—=gAT (1.26)
oT
El incremento de temperatura dado por la ecuacion (1.24), provoca una fuerza de empuje
oV 0 6\op
F,=—"—1-—|_* 1.27
& 27k ( 7[} oT & (127
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Haciendo una estimaciéon del valor de esta fuerza segin los parametros anteriores, con

(1/p,)(8p,,/0T)=10"" por grado, con g=9.81 m s2, se obtiene una fuerza de empuje

maximo F, = 3.25- 10'° N, considerando el volumen a partir del espaciado entre los
electrodos, y de su dimension longitudinal, 50 pm x 50 ym x 2 mm. Por tanto, los fenémenos
de conveccién natural que pudieran presentarse al emplear estructuras de microelectrodos
son despreciables frente a cualquier otro fenémeno.

Asi, por lo anteriormente expuesto, puede deducirse que el flujo de fluido de origen
electrotérmico en los experimentos electrocinéticos AC es despreciable, y llega a tener
importancia Gnicamente en los casos en que se aplican altos voltajes en medios fuertemente
conductores.

Pero el movimiento del fluido en la experimentacién electrocinética puede surgir también por
efectos electro-osméticos AC, consecuencia de la interaccién del campo con la carga inducida
sobre la supetficie de los electrodos. Esta carga inducida sobre la interfase electrodo-
electrolito es conocida como doble capa. Su espesor tipico, suponiendo el electrolito una
solucion salina formada por iones monovalentes, viene dado por la longitud de Debye,

Ap =1.764x10"" /T /c (1.28)

que depende de la concentracién idnica ¢ del electrolito y de su temperatura 7. La longitud de
Debye, del orden de varios nanémetros para las condiciones normales de experimentacion
electrocinética, es despreciable frente al tamafio tipico del sistema, del orden de micras. Tal
como aparece en la Figura 1.4, la carga inducida al aplicar una diferencia de potencial AC
sobre cada electrodo rodeado por el electrolito, se ve sometida a la accién de la componente
tangencial del campo, sufriendo una fuerza dirigida desde el centro del gap hacia la superficie
de los electrodos. Esto origina que el fluido se mueva desde las regiones de mayor intensidad
de campo, sobre los bordes de los electrodos, hacia la superficie de los mismos. El promedio
de esta velocidad viene dada por la generalizacion de la férmula de Helmholtz-Smoluchowsky
para la velocidad de deslizamiento (Green ef al. 2002),

. 2
(V) =%ARe[(A¢DL)Et 1= —%A%‘gﬁ— 4 (1.29)
donde A es un pardmetro empitico que determina la razén entre la caida de potencial en la
capa difusa —la capa de iones méviles— y la caida del voltaje a través del total de la doble
capa, Adpy; E/ esla componente tangencial del campo en la parte externa de la capa difusa,
donde * indica el complejo conjugado; ¢ es el potencial de la parte externa de la capa difusa, y
1/} el potencial aplicado sobre los electrodos. Suponiendo una doble capa ideal, A es dada por

CS

= 1.30
C,+C, (1.30)
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con Csy Cyla capacidad por unidad de supetficie de la capa de Stern —capa compacta— y la
capa difusa, respectivamente. Mediante la teorfa de circuitos aplicada sobre una disposicién de
resistencias y condensadores se ha estimado la caida de potencial a través de la doble capa
como (Castellanos e a/. 2003)

B Vi2
1+iwnCr/ 2o

Ady, (1.31)

siendo C la capacidad dada por ACy vy r la distancia desde el centro del gap entre los
electrodos, hasta el punto considerado sobre la superficie de los electrodos. Considerando los
electrodos perfectamente polarizables, es decir, no se da electrélisis sobre su superficie, y un

comportamiento lineal de la doble capa, que actia como un condensador, segun la
aproximacion de Debye-Hiickel, su capacidad vienen dada por

C,=m (1.32)

donde ¢, es la permitividad del medio y Ap la longitud de Debye. Sustituyendo en la ecuacién
(1.29), la velocidad de deslizamiento resulta

V2 Q2
vdevl = £ 2\2 (133)
' pr  (1+Q7)
donde bajo el simbolo €, frecuencia adimensional, se han agrupado los factores
Ci
=L (1.34)
20

Mediante la frecuencia adimensional (1.34) se establece la dependencia frecuencial de la
velocidad del fluido: ésta alcanza su maximo cuando Q = 1, es decir, cuando w, = 20/ Crr.
Siendo C = AC; = Ag/Ap, resulta wy = 20Ap / mwreA. Esta frecuencia es varios 6rdenes de
magnitud menor que la frecuencia angular de relajaciéon de carga del electrolito, w, = o/e.
Suponiendo una conductividad del orden de 10 mS/m, y un gap entre los electrodos de 25
wm, la frecuencia f; = @y /27, a la que la velocidad de deslizamiento del fluido es maxima, es
de varias decenas de hertzios, mientras que /; es del orden de 10° Hz. El rango de valores de f;
normalmente oscila entre 10 y 10° Hz, frente a los 10° a 10° Hz que puede tomar fi. A
frecuencias menores que fp, la mayor parte del voltaje aplicado cae a través de la doble capa,
con lo que el campo eléctrico es muy pequefio; mientras, a frecuencias mucho mayores que f,
la caida de potencial se produce en el electrolito y la densidad de carga acumulada en la doble
capa es minima. En ambos casos, la velocidad electro-osmética de deslizamiento es muy
pequena.

Por tanto, los efectos electro-osmoéticos AC son dominantes cuando se trabaja a frecuencias
relativamente bajas (~1 kHz) y en sistemas cuya longitud caracteristica es del orden de micras.
Sin embargo, estos efectos disminuyen gradualmente al aumentar la frecuencia.
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C.Leyes de escala

A pesar de que de la expresion de la fuerza DEP no podemos inferir directamente nada
acerca de los electrodos que crean el campo eléctrico, la ley de escala que establece la
dependencia de la fuerza respecto a los parametros de los electrodos se expresa como

|Fpp|o0 v/ L (1.35)

EP

siendo L, la longitud caracteristica entre los electrodos. A través de esta ley se deduce que la
magnitud de la fuerza dielectroforética sobre una particula aumenta si reducimos las
dimensiones del espacio entre los electrodos, manteniendo su geometria y el voltaje aplicado.
La reduccién de las dimensiones de los electrodos favorece el predominio de la fuerza DEP
sobre la gravitacional cuando se tratan particulas submicrométricas, segin las ecuaciones
(1.14) y (1.16). Asimismo, los efectos electro-osmoticos y electrotérmicos permanecen
apantallados por el fenémeno dielectroforético cuando el tamafio del sistema disminuye. El
calentamiento por efecto Joule se controla segin (1.35), al poder generar un gradiente de
campo suficientemente intenso sin recurrir al aumento del potencial, reduciendo el espacio
entre los electrodos.

1.4.2. DIELECTROFORESIS

El movimiento de traslacion que surge de la interaccién de un campo eléctrico no
uniforme con el momento dipolar inducido sobre una particula es el fenémeno previamente
introducido denominado dielectroforesis. Suponiendo que la contribuciéon a la fuerza
dielectroforética por parte de los términos multipolares de mayor orden son despreciables,
podremos hacer un analisis fenomenolégico mediante el método del momento dipolar
efectivo. Dicha aproximacion consiste en suponer el dipolo efectivo de una particula como
un dipolo puntual de carga libre que, cuando esta inmerso en el mismo fluido dieléctrico, crea
el mismo campo dipolar que la particula original. Para dieléctricos lineales e isétropos bajo un
campo eléctrico aplicado a una frecuencia determinada, la relaciéon entre el campo eléctrico

E=E Oei”” y el momento dipolar p de una particula es
p=d (o) E (1.36)

donde @ es la polarizabilidad efectiva de la particula. El promedio temporal de la fuerza que

actua sobre esta particula estd dada por la expresion:

DEP

F :lRe(i;V)E* (1.37)
(Fu) =

donde E* el complejo conjugado del campo eléctrico. La evaluacién de dicho momento
ple Jug p
proporcionara, por tanto, la fuerza dielectroforética.

Las ecuaciones de Maxwell en aproximacién cuasi-estatica son adecuadas para el caso de
corrientes y frecuencias tipicas de los fenémenos electrocinéticos que tratamos:
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E=—V¢ (1.38)
. P _

V-(cE)+ o 0 (1.39)

V-(¢E)=p (1.40)

Para una particula dieléctrica homogénea, resolvemos la ecuacion de Laplace, V'¢=0, en

coordenadas esféricas con las condiciones de contorno adecuadas —continuidad del potencial
eléctrico y de la componente normal del vector desplazamiento €E en la interfase—. En el
caso de particula esférica homogénea e isotropica de radio a obtenemos la expresion del

momento dipolar efectivo de p = 47e,,a° fCM (®)E , a partir del cual la fuerza dielectroforética

para el caso de un campo de fase uniforme resulta, de acuerdo con las ecuaciones (1.36) y
(1.37) planteadas anteriormente,

(F, ) =27, a'Re| fo (@) [VE2, (1.41)

Como se ha comentado, f,,, es el factor complejo de Clausius-Mossotti, el cual contiene

toda la informacién relativa a la magnitud y la fase del momento dipolar, y por extension, de
la fuerza DEP en términos de la frecuencia angular. Para una particula esférica, la parte real
de f,,, tiene como valores limites 1y -1/2, y depende ademss de la frecuencia del campo, de

la permitividad compleja del medio. El factor de Clausius-Mossotti determina por tanto el
sentido del movimiento de las particulas bajo el campo eléctrico: si Re(fey)> 0 se da

dielectroforesis positiva y las particulas se mueven hacia regiones de alto campo eléctrico;
mientras, si Re (f,)< 0 se trata de dielectroforesis negativa y las particulas se alejan de dichas

regiones hacia aquellas de menor intensidad de campo. Asimismo, segin el factor de
Clausius-Mossotti, el espectro dielectroforético de una particula esta determinado por la
diferencia existente entre las propiedades eléctricas del medio y de la particula en el rango de
frecuencias barrido por el campo eléctrico. De la dependencia con el cuadrado del campo, se
deduce cémo la polaridad de éste no influye en el movimiento de las particulas, y que el
efecto dielectroforético puede observarse tanto para campos eléctricos AC alternos como
para campos eléctricos continuos DC.

Como se ha presentado en el breve estudio de la dinimica de particulas, la dependencia de la
fuerza DEP respecto al tamafio y geometrfa de la particula es determinante. La
dielectroforesis se detecta en particulas de hasta un nanémetro de didmetro, por debajo de la
cual las fuerzas térmicas ya son dominantes. Particulas del orden de micras de didmetro que
experimentan un fuerte movimiento dielectroforético estan sujetas a fuerzas DEP del orden
de 10" N, unas 40 veces mayores que la fuerza gravitatoria sobre las mismas, y alrededor de
2-10° veces mayores que las fuerza brownianas. En cuanto a la forma de la particula, para
geometrias distintas de la esférica, y en concreto, para particulas elipsoidales, es necesario
introducir un factor geométrico que generaliza la expresion del factor de Clausius-Mossotti.
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Este factor, derivado de la solucion de la ecuacion de Laplace, proporciona una expresion
analitica para tales casos de anisotropia geométrica.

Asimismo, en la ecuacion (1.41) queda reflejado el hecho de que la fuerza dielectroforética se
da dnicamente en el caso de que las particulas se encuentren bajo un campo eléctrico
espacialmente no uniforme. Pero la no uniformidad puede provenir ademas de la distorsién
introducida en dicho campo por los momentos dipolares inducidos mutuamente entre
particulas muy proximas. En tal caso, las particulas se atraen entre si formando cadenas
conocidas por el nombre de “pear/ chains’. Este fenémeno de interaccién, tratado en un
capitulo aparte, es de singular importancia en el campo de la electroreologia.

1.4.3. ELECTROROTACION

El fenémeno de la electrorotacion (ER), en el que se induce un torque sobre la particula
bajo un campo eléctrico no uniforme, fue observado en determinadas ocasiones junto con los
primeros experimentos de dielectroforesis llevados a cabo por Pohl. Sin embargo, la
electrorotacién como fenémeno controlado e independiente de la dielectroforesis fue
introducida por Arnold y Zimmerman en 1982 (Arnold y Zimmermann 1982). En la ER, una
particula neutra bajo un campo eléctrico rotatorio gira como consecuencia de la interaccién
del campo con el momento dipolar inducido: el giro serd, bien en el sentido de giro del
campo (co-campo) o bien en el sentido contrario (anti-campo). Dicho campo, caracterizado
por la no uniformidad en su fase, puede crearse mediante cuatro electrodos dispuestos como
muestra la Figura 1.5, excitados con voltajes adelantados en fase 90° entre electrodos
adyacentes.

90°

Figura 1.5. Esquema de la electrorotacién de una particula polarizable en un campo
eléctrico rotatorio generado por cuatro electrodos con voltajes desfasados 90 °.

Del mismo modo que en el caso de la dielectroforesis, la electrorotacién puede analizarse
considerando la interacciéon del campo eléctrico rotacional con el momento inducido sobre la
particula. Recurriendo nuevamente al método del momento dipolar efectivo, el torque
promediado en un periodo de tiempo viene dado por la expresion:

(TER>=%R6[13><E*J (1.42)
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donde E" es el complejo conjugado del campo eléctrico. El giro co-campo se produce cuando
el momento dipolat p lleva un desfase respecto al campo E desde 0° a 180°, mientras que el
giro anti-campo se produce cuando el momento p adelanta al campo E en ese mismo rango.
Por medio de la expresion del momento dipolar efectivo de una particula esférica, se obtiene
que la electrorotacién es proporcional a la parte imaginaria del factor de Clausius-Mossotti,

(Tpx ) = -47€,,a°Im []CM (w)}Egm (1.43)

determinando que si Im( f,,,) > 0 el torque ejercido serd negativo y la particula rotar en sentido
inverso al campo, y viceversa cuando Im( f,,) < 0. Considerando la friccién con el medio de

viscosidad 77, la velocidad de rotacién de la particula sera,

Em ~
Qe =~ o Im[ fow (@) E2, (1.44)
n

La ecuacién (1.44), o su equivalente (1.43), describen el comportamiento de la particula
cuando ésta se encuentra en la zona central de la configuracion simétrica de electrodos de la
figura 1.5, donde el campo eléctrico rotatorio es uniforme. Sin embargo, cerca de los bordes
de los electrodos, tanto la dielectroforesis como la electrorotacién estan presentes en el
comportamiento electrocinético de la particula.

Al igual que la dielectroforesis, y en numerosas ocasiones juntamente con ella, la electrorotacion se
ha empleado como técnica analitica para la caracterizacion celular, proporcionando, con la ayuda de
un modelo adecuado, un conocimiento del estado fisiolégico de las células (Pastushenko ez a/ 1985;
Arnold y Zimmermann 1988; Zhou ¢t al. 1996; Chan ez al. 1997; Holzel 1997; De Gasperis ¢t ai.
1998; Budde ez 2/ 1999; Holzel 1999; Yang e al. 1999b; Cristofanilli ez 2/ 2002; Reuss ¢f al. 2004),
permitiendo asimismo determinar posibles cambios celulares inducidos por agentes quimicos o de
cualquier otra clase (Huang ez /. 1992; Wang et al. 1994; Egger y Donath 1995; Huang ef a/. 1995;
Huang ez al. 1996; Griffith y Cooper 1998; Archer e /. 1999; Dalton ef al. 2001; Dalton ef al. 2000).

1.4.4. OTROS FENOMENOS ELECTROCINETICOS

Asociados a la dielecrotroforesis y la electrorotacién, se han desarrollado otros
fenémenos para la manipulacion de particulas con distintas propiedades dieléctricas, mediante
el uso de diferentes estructuras de microelectrodos y combinando la fuerza dielectroforética
con otras fuerzas. Como mera resefia cabe citar:

A. Dielectroforesis de onda viajeta — Travelling-wave dielectrophoresis,
twDEP-,

Trabajando a frecuencias en las que las particulas sufren DEP negativa, es decir, que son
repelidas por los electrodos, con un campo que se propaga como una onda viajera a través de
los electrodos, se origina el fenémeno conocido por dielectroforesis de onda viajera. En este
caso, la fuerza que actia sobre las particulas es proporcional a la componente imaginaria del
momento dipolar inducido, asociada también al fendémeno de la electrorotacion segun se
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introdujo con la ecuacién (1.2). En cambio, a diferencia de la ER, ahora el campo AC se
aplica sobre una disposicion lineal (“@rray”) de electrodos con una secuencia de fases idénticas
al caso de la ER —cada electrodo adelantado en fase con respecto al altimo 90°—. Asf se genera
una onda eléctrica que “viaja” a través de los electrodos interaccionando con el momento
dipolar inducido sobre la particula dieléctrica, ejerciendo una fuerza y un torque sobre la
misma mientras se mueve a lo largo de los electrodos (Hughes ¢f a/. 1996; Morgan ez al. 2001).
El fenémeno queda recogido en la siguiente expresion (Huang ez a/. 1993):

F _ —47T8m a® Im (_fcM ) Erzms (145)

IWDEP
A

donde A representa la longitud de la onda viajera, o lo que es lo mismo, la distancia periédica
entre los electrodos de la misma fase. Esta técnica se ha empleado para realizar multiples
separaciones de células viables y no viables (Hughes e a/. 1996; Talary ez al. 1996; Goater et al.
1997; Goater y Pethig 1998; Cen ef al. 2004), o separar eritrocitos de leucocitos en muestras
de sangre (Morgan ef al. 1997; Burt ef al. 1998).

B.Fraccionamiento del flujo de campo dielectroforético — DEP-field
flow fractionation, DEP-FFF —.

En este método se combinan las fuerzas hidrodinamicas con la fuerza dielectroforética
para conseguir la separacion de particulas. En la técnica de fraccionamiento de flujo (FFF) se
emplean flujos laminares, no turbulentos, caracterizados por un bajo nimero de Reynolds. El
flujo entra horizontalmente en la camara con diferentes velocidades a diferentes alturas,
dibujando un perfil parabdlico como el mostrado en la Figura 1.6, donde las particulas mas
cercanas a la pared de la camara viajan a menor velocidad que aquéllas que se encuentran
inmersas en medio del flujo.

F, DEP

? > L?>VI
% v,

grav

Figura 1.6. Disposicién del fraccionamiento de flujo de campo dielectroforético, con la
fuerza DEP actuando sobre dos tipos de particulas distintas.

En la DEP-FFF, gracias a la DEP negativa se provoca la levitaciéon de las particulas a
diferentes alturas en la camara dependiendo de las caracteristicas de cada célula; después,
haciendo fluir el liquido sobre los electrodos como en la técnica FFF, se consigue separar las
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particulas de acuerdo con sus propiedades dieléctricas y densidad. En este caso también se
usan arrays de electrodos interdigitados formados por bandas planas paralelas, sobre los que
se aplica un voltaje con fases relativas de 0° a 180° de forma consecutiva (Markx ez 2/ 1997b;
Cui y Morgan 2000). Mediante DEP-FFF se ha realizado la separacién de particulas de latex
de distintos tamafios (Markx ez 2/ 1997a; Wang ez al. 1998), separacién de células de cancer de
mama y células madre hematopoyéticas (Huang e /. 1999) o dichas células cancetigenas de células
sanguineas (Yang ez al. 1999a).
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Capitulo 2

ESTUDIO Y DISENO NUMERICO DE
MICROELECTRODOS PARA
APLICACIONES ELECTROCINETICAS

La introduccion de la litografia en la microelectronica para la fabricacion de electrodos ha sido un paso
Sfundamental ¢ indispensable en la mejora y el desarrollo de las aplicaciones de las téenicas electrocinéticas
dentro de los milltiples campos en que estin implicadas particnlas de escalas micro y nanométrica. Las
posibilidades que ofrecen estos dispositivos para la manipulacion, clasificacion, retencion o andlisis de particulas
se ven potenciadas por el respaldo de las simulaciones numéricas. A través de ellas es posible conocer bajo qué
condiciones —dimensiones de la camara, espaciado entre los electrodos, anchura de los electrodos, ete— cnalquiera
de las aplicaciones anteriores presentard resultados dptimos, reduciendo ademds asi el coste de produccion.
Basada en una variante de la técnica de los elementos de contorno (BEM), en este capitulo se presenta un
estudio numérico de diversas confignraciones de electrodos, incluyendo algunas de sus caracteristicas previamente
no consideradas —como la influencia de las dimensiones de la cimara o de la conductividad del medio, o el
recubrimiento dieléctrico de los electrodos—, mediante el cnal se puede conocer el patrin dielectroforético mas
adecuado para nuestro objetivo, la caracterizacion dieléctrica de células bioldgicas.
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2.1. INTRODUCCION

La actual tendencia a la miniaturizacién de los dispositivos de experimentacién
electrocinética, que forman parte de los sistemas de microelectromecanica —conocidos por su
acrénimo en inglés, MEMS— ha permitido, por un lado, reducir los efectos secundatios que
acompafiaban los primeros estadios de la dielectroforesis (Green ef a/. 2000) y, por otro, la
integracién de todos los dispositivos necesatios en lo que se conoce como ‘laboratotio en un
chip’ (Pethig ez a/. 1998) —cuyo extendido término en inglés es “lab-on-a-chip’—. Esta plataforma
biotecnolégica resulta de gran utilidad en la elaboracién de microcamaras de medicién y
presenta un creciente interés en la investigacion biomédica. Pero a pesar de la expectacion
generada por estas técnicas, a dfa de hoy las aproximaciones disponibles para la obtencién de
la distribucién del campo eléctrico presentan todavia ciertas limitaciones debido a las
simplificaciones introducidas para la resolucién del problema o la no inclusion de
determinadas caracterfsticas.

Para la coleccién de particulas, el dispositivo DEP mas empleado consiste en un conjunto de
electrodos planos, paralelos e interdigitados, como se muestra en la Figura 2.1. Entre ellos se aplica
una diferencia de potencial que genera el campo eléctrico no uniforme —dependiente de las
dimensiones de los electrodos y de las propiedades del matetial- y que provoca el movimiento de las
particulas suspendidas en el fluido hacia las regiones de alta o baja intensidad de campo. De esta
manera, para encontrar el patron electrocinético mas adecuado se requiere el calculo previo del
gradiente de campo eléctrico creado por una configuracion determinada de los electrodos.

Figura 2.1. Esquema de la cimara dielectroforética con bandas interdigitadas sobre un sustrato
situado en la parte inferior. Tanto ésta como la superficie superior son aislantes. Las variables
geométricas consideradas son la altura de la camara (H), su longitud (L), el ancho de los electrodos

(w), la separacion entre electrodos (d), y el espesor de los mismos ().

El promedio de la fuerza dielectroforética que actia sobre una particula bajo un campo eléctrico
alterno es proporcional al gradiente del cuadrado del campo eléctrico generado por los electrodos
segun la expresion (Jones 1995):
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(Fo) =0, VE? @D
2

donde o, es la polatizabilidad efectiva de la particula y E el valor cuadritico medio del campo
eléctrico. Como se introdujo en el primer capitulo, la polatizabilidad es un pardmetro caracteristico
de cada particula que describe su comportamiento eléctrico a través de las propiedades interfaciales
de aquélla y de la frecuencia del campo, segtin la ecuacion (1.306).

Las aproximaciones empleadas hasta el momento para la evaluacién de la intensidad de la fuerza
DEP generada por determinadas configuraciones de electrodos se basan en métodos analiticos y
numéricos. Algunos estudios presentan el calculo analitico del potencial, del gradiente del campo
eléctrico y de la fuerza DEP en un conjunto de electrodos similar al presentado en la figura 2.1, en
base a desarrollo en series de Fourier (Morgan ef /. 2001), o funciones de Green (Wang ¢z a/. 1996).
Otros, combinan técnicas analiticas y numéricas empleando normalmente software comercial no
especifico —usando métodos de diferencias finitas (FDM) y de elementos finitos (FEM)— y
simplifican las condiciones de contorno al considerar la vatiacion lineal del voltaje entre los
electrodos adyacentes, y los electrodos de espesor despreciable (Ramos ¢z /. 1998; Green ez al. 2002;
Frenea et al 2003; Castellarnau e 4/ 2006). Atn en las ocasiones en las que se emplean las
condiciones de contorno mixtas de Dirichlet y Neumann, mas proximas a la geomettia real de los
electrodos, todas estas soluciones presentan algunos inconvenientes debido no sélo a la idealizacién
de la camara —al desestimar, por ejemplo, el espesor de los electrodos—, a la introduccién de etrores a
causa de la discretizacion de la geometrfa o a costosos calculos computacionales, sino también
debido a la omisién en el analisis de otros factores influyentes en el comportamiento del dispositivo.
Por ello, una de las pretensiones del actual estudio es facilitar el calculo del patréon dielectroforético
evitando la incursion en la diferenciacion numérica de los métodos de diferencias finitas, y
posibilitando una aproximacion mayor a la realidad del problema sin la necesidad de aumentar los
recursos computacionales. Asi, la herramienta mas adecuada para abordar el problema es una
version especial del método de elementos de contorno (BEM) que permite el calculo directo de la
fuerza DEP, y que esta basado en una aproximacion del teorema de Green sobre una geometria con
condiciones de contorno mixtas. A través del método se llega a evaluar la distribucién del campo
eléctrico, pudiendo ser analizados los efectos que sobre el patron dielectroforético tienen las
caractetfsticas antes no consideradas tales como la dimensién de la camara y el espesor de los
electrodos, asi como un recubtimiento dieléctrico sobtre los mismos que evite la adhesion de las
células en su supetficie, o la influencia de la conductividad del medio iénico. Ademas de la
configuraciéon de bandas paralelas, se analizaran otras configuraciones tipicas —como son los
electrodos dentados o de perfil diente-sierra— con algunas variantes, viniendo a demostrar la
flexibilidad del método para la simulacion de geometrias mas complejas con distintas escalas de
longitud implicadas, presentando ademas una gran eficiencia computacional frente a las otras
técnicas numéricas empleadas en el campo (Erickson 2005).
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2.2. METODO NUMERICO

2.2.1. ELECTRODOS DE BANDAS PARALELAS

Partiendo de la configuracion tipica del dispositivo experimental mostrada en la figura 2.1
—frecuentemente empleada en los experimentos de coleccién dielectroforética y de onda
viajera— se analiza el problema planteado en base a la resolucion de la ecuacién de Laplace en
aproximacion cuasiestatica, ya que las dimensiones de los electrodos son mucho menores que
la longitud de onda del campo a las frecuencias normalmente empleadas en los experimentos
electrocinéticos. En dicho andlisis omitimos los efectos de doble capa en la interfase
electrodo-electrolito. Estos sucesos estain controlados por medio de dos longitudes
caracteristicas del sistema: la longitud de apantallamiento de Debye, Ap, y la distancia A de
difusién de iones durante un periodo del campo. En el caso de electrolitos simétricos —en los
que la valencia de los iones de carga positiva iguala a la de aquellos de carga negativa— Ap=

JeD/oy A= JaD/w donde ¢ y o son la permitividad y la conductividad del medio, y D es

el coeficiente de difusién de iones supuesto igual para ambos. Para los valores tipicos de ¢, &
y D, y a frecuencias supetiores a unos 50 kHz, tales longitudes son mucho menores que la
dimensiéon mas pequefia de los electrodos y la impedancia de la doble capa sobre los
electrodos puede considerarse despreciable (Zhou ez al. 20006), quedando justificada la
exclusién de los efectos de doble capa en la interfase electrodo-electrolito.

El potencial ¢ en un punto r en el interior de la cAmara de volumen V o sobre cualquiera de sus
superficies frontera S, viene dado por (Jackson 1999)

Q/2 reS
G(r,r" rNdS'— | p—G(r,r"ds’, 2.2
} j w I¢<> {rev 2.2)
donde G es la funcién de Green, siendo G (r, 1) = 1/|r —r'|, € = 47 para una geomettia en 3D, y
G(r,r) = —In |r—r'|,Q = 27 para una geomettia en 2D (con simettia traslacional).
% _g
on
pared\ o9
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Figura 2.2. Corte transversal del conjunto de electrodos de bandas paralelas, en el que se
muestra la celda base con las condiciones de contorno mixtas Dirichlet-Neumann
aplicadas, indicando ademas los distintos materiales simulados.

Considerando que los microelectrodos estan dispuestos en la parte inferior de la camara paralepipeda
limitada por paredes aislantes de vidrio, las condiciones de contorno aplicadas para la resolucién del
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problema aparecen representadas en la Figura 2.2, donde se muestra la seccion vertical que cubre
desde el centro de un electrodo al centro del electrodo contiguo y que llamaremos celda base.
Sobre los electrodos se fija el potencial aplicado y en la interfase electrolito-vidrio la

componente normal de la corriente total —contribuciones de la corriente de conduccion y la de
desplazamiento— debe ser continua, es decir,

(o, +iws)E, -n=(c,, +iwe, )E_ -n (2.3)

ext ext

en la que los subindices %’ y @x?’se refieren al vidrio y al medio fluido externo respectivamente, en
contacto en la interfase, y N es el vector unitario normal a la supetficie en cada caso. Dado que los
valores de la permitividad y la conductividad del electrolito —normalmente una suspension acuosa
con ¢ = 80g y o = 10" S/m— son mucho mayores que los correspondientes para el vidrio aislante
—& =458 y o =10" S/m— puede aplicarse en las interfases del vidrio la condicién de Neumann,
0¢/0n = 0, que refleja la ausencia de cortientes de conduccion a través de ella. Tanto en ésta como
en el resto de las configuraciones a analizar, sobre los planos verticales laterales de la celda base se
aplica la condiciéon de contorno de Neumann, lo que equivale a suponer periodicidad de
comportamiento en esta direccion. Con el objetivo de considerar el recubrimiento de los electrodos
en el modelo, se ha incluido una capa dieléctrica en la supetficie de los electrodos, como se indica en
la figura 2.2. A partir de las condiciones mixtas especificadas se obtendra una solucién tnica en un
punto cualquiera del intetior de la cimara.

Al aplicar la ecuacién (2.2) sobre las fronteras indicadas en la Figura 2.3, la celda base descrita,
se obtienen las siguientes ecuaciones (Martinez y Sancho 1983; Martinez y Sancho 1991)

¢(r)———_[¢(r)— —logR)dl' + ﬂj( logR )az(r)d/' (2.4)

P+D D

conre P+D,y

_l 'i —lo L l —lo a¢(r) '
¢(r)—7[ MJ;D;ﬁ(r) ~(—logR)dl ”a[( logR)——— P dl
e a¢(r) \ ‘
— J (-logR)———=4dI', (2.5)

D

siendo ahora r € M+17+D. R = |r —r’'| y las supetficies referidas como P, D, My I representan
respectivamente las interfases pared-electrolito, capa dieléctrica-electrolito, metal-dieléctrico y
substrato vidrio-dieléctrico. La normal estd dirigida hacia el exterior de los contornos indicados en la

D/ D

P

Figura 2.3. Detalles de los contornos para la resolucion de las ecuaciones (2.4) y (2.5)
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Figura 2.3. El factor £ es la permitividad relativa del recubtimiento dieléctrico respecto a la del medio
de suspensién, £ = & /&, que es un nimero complejo cuando los medios empleados son
conductores. En el caso de que no exista recubrimiento se aplica unicamente la ecuacién (2.4),
sustituyendo la integracion a la interfase dieléctrico por la correspondiente a los electrodos metalicos.

Con el fin de resolver las ecuaciones integrales de Fredholm, expresadas en (2.4) y (2.5), se ha
empleado una aproximacién del método BEM, dividiendo cada interfase en segmentos
lineales, y empleando un mallado mas fino en las proximidades de las esquinas donde se
espera que los campos varien de forma mas rapida. Las ecuaciones se reducen a un conjunto
de ecuaciones algebraicas en las que los potenciales en las interfases del vidrio-dieléctrico y los
campos normales a los electrodos son las incognitas. Los coeficientes son calculados
facilmente considerando su significado fisico: el potencial y la componente normal del campo
eléctrico generados por la unidad de densidad de carga que, uniformemente distribuida sobre
el segmento j/, produce sobre el centro del segmento 4, segin aparece en el dibujo esquematico
de la Figura 2.4.

Figura 2.4. Esquema explicativo para la obtencién de los coeficientes de las ecuaciones de
Fredholm: la densidad de carga unidad distribuida uniformemente en el segmento
considerado, j, genera un campo determinado sobre el punto medio del segmento i.

Estos coeficientes tienen una expresion analitica simple que, en coordenadas cilindricas p y
@ dada la simetria del problema, vienen dadas por las ecuaciones (Durand 1953)

1 1 2
Ay =-—[logR dI'=—log #(p/2) 2.6)
T 27 (e /2)
170 1111 1 1 wj 1 ((p]
B, =——|—(logR)dl'=—|| ——— |n, +| —5| = |-—#| = | |» 2.7
; ”Ian,(g) 22 o | plg(z eyl @.7)

donde n,=n-u, y n=n-u,.Una vez resuelta la ecuacién integral y obtenidas las incognitas en

la frontera, puede calcularse el potencial en cualquier punto en el interior del volumen 17 a
partit de la ecuaciéon correspondiente. La aplicacion sucesiva de la operaciéon gradiente
proporciona el campo y la fuerza dielectroforética en términos de las derivadas de los
coeficientes del sistema. De este modo, puede obtenerse la fuerza DEP en punto cualquiera
sin necesidad de recurrir a la diferenciacién numérica, lo que supone una ventaja frente a la
técnica estandar de los elementos de contorno u otras técnicas numéricas.
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2.2.2. ELECTRODOS DENTADOS

En base a este desarrollo numérico, podremos analizar otras importantes configuraciones
empleadas en la experimentacién electrocinética, como son los electrodos dentados, bien
siguiendo el perfil almenado o el diente-sierra. La concentracién de particulas mediante
dielectroforesis se realiza fundamentalmente empleando microelectrodos almenados (Burt ez
al. 1989; Pethig et al. 1992; Castellarnau ef al. 2000; Sebastian ez a/. 20006), ya que la fuerte no
uniformidad del campo que generan, junto con el incremento de la longitud del borde de los
electrodos —donde tiene lugar principalmente la coleccién de particulas— hacen que esta
configuracién sea especialmente indicada para tal fin. Para este tipo de estructura se ha
observado el comportamiento de los electrodos segin dos disposiciones distintas, como se
muestra en la Figura 2.5(a): la configuracién creada por un desplazamiento entre los perfiles
dentados enfrentados, y la generada cuando la confrontacién se realiza a modo de acople,
dejando en ambos casos la misma separacion minima. Asimismo, se han analizado dos
configuraciones analogas con perfil diente-sierra, tal y como aparecen en la Figura 2.5(b).

@ (b)

Figura 2.5. Celdas base para el estudio del comportamiento de los microelectrodos con
geometrias dentadas: (a) configuraciones almenadas de vértices enfrentados y acoplada, en
la izquierda y derecha respectivamente; (b) o perfil diente-sierra, en disposiciones andlogas
a las anteriores

Recientemente, los microelectrodos de perfil diente-sierra caracterizadas por formas triangulares se
han empleado de forma eficiente para la alineacion de nanotubos (Tung e @/ 2007) o trampas para
moléculas aisladas mediante dielectroforesis (Holzel ¢f @/ 2005). Dicha geometria resulta
potencialmente indicada para el posicionamiento y la retencién de particulas dada la singularidad del
campo eléctrico en los vértices. La discretizacion de estos electrodos se realiza mediante la division
de la supetficie en pequefios triangulos, aplicando el método general de la misma manera, a partir de
la ecuacién (2.2) para 3D.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. ELECTRODOS DE BANDAS PARALELAS

La tendencia general de la fuerza dielectroforética creada por los electrodos de bandas
paralelas puede observarse en las Figuras 2.6(a) y (b), donde se representa el perfil del médulo
de la fuerza DEP en un plano transversal a los electrodos, calculada a distintas alturas por
encima del plano de los mismos, aplicando un voltaje de £10V. Los maximos de la amplitud
del médulo del gradiente de E* —que denominaremos fuerza DEP obviando la dependencia
frecuencial del factor de Clausius-Mossotti— localizados justo en la vertical tendida desde los
bordes internos de los electrodos, disminuyen de manera brusca con la distancia a dicho
borde. En ambas figuras se recoge también la influencia de una de las caracteristicas menos
tratadas en trabajos previos sobre el disefio de microelectrodos, como es su espesor 6. A
través del estudio, puede observarse que un aumento del espesor provoca un fuerte
incremento de la fuerza dielectroforética especialmente en las proximidades de los electrodos.

04F -
o0l (a) ——5-800nm - (b) ——5-800nm
© ——5=600nm
i ——5=20nm |

40 i
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1
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Figura 2.6. Perfil del médulo de la fuerza DEP (a) calculada a una altura z = Tpum sobre
los electrodos, o (b) z = 5 pm. Las dimensiones de la cdmara son 600 pm x 120 pm, con
electrodos separados una distancia d = 8 pm, con un ancho w = 100 pm y considerando
distintos espesores.

En base a este simple andlisis, se concluye el importante papel del espesor de los electrodos
en los experimentos DEP para la retencién de moléculas o células sobre su superficie, en los
que la fuerza dielectroforética tiene que competir con las fuerzas de difusién o cizallamiento
del flujo en las proximidades de los electrodos. Del mismo modo, este factor puede ser
relevante en experimentos orientados a la separaciéon de particulas, como los de
fracccionamiento de flujo de campo dielectroforético.

Por otro lado, como se vio con las leyes de escala en el estudio de la dinidmica de particulas en los
fenémenos electrocinéticos del capitulo inicial, una de las dimensiones a tener muy en cuenta en los
microelectrodos es la separacion entre las placas. La Figura 2.7(a) describe la dependencia del
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maximo de la fuerza DEP con el tamafio del gap, calculada a una altura z = 5 ym: a mayor distancia
d de separacion entre los electrodos, menor fuerza actuando sobre las particulas. En la misma figura
se ha incluido la influencia de la variacion del espesor sobre el resultado final de la fuerza DEP.

Finalmente, el estudio se ha completado con la observacién de las posibles implicaciones de
la altura de la camara sobre la eficiencia de coleccién dielectroforética. En base a los perfiles
de la fuerza DEP a lo largo del eje vertical 7 obtenidos para tres alturas diferentes de la
camara, y mostrados en la Figura 2.7(b), se infiere que la condicién frontera afecta
unicamente a cortas distancias de la zona superior que cierra la camara, por lo que no es una
caracteristica determinante en el diseflo de los electrodos con fines de coleccién de particulas
sobre sus supetficies, a efectos de la distribucién del campo eléctrico.

0 8 n T T T T T T T ] T T T T T T
07 4 ——5=800nm o'k ]
—_ —— 38 =600 nm .
T 0.6 ——3&= 20nm “
Ng E 1w} E
Z 051 12
& o) Sl 4
= 04 { < 10
e e
1) b
03 - E 10'L ]
024 (@ i
T T T T T T T 105 T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 0 20 40 60 80 100 120
d (um) z (um)

Figura 2.7. (a) Variacién de la fuerza DEP maxima con la distancia & entre los electrodos,
considerando distintos valores del espesor 6. (b) Efecto de la altura de la cimara sobre la
fuerza DEP calculada en el punto medio de la separacién entre los electrodos —con un gap
d =8 um-— a lo largo del ¢je vertical z.

2.3.2. ELECTRODOS DENTADOS: ALMENADOS Y DIENTE SIERRA

Volviendo sobre lo que se dijo anteriormente, los electrodos de formas fuertemente
curvadas o extremos abruptos generan altas no uniformidades del campo de las que depende
la fuerza DEP, y que los hace especialmente adecuados para la concentracién de particulas. A
partit del método desarrollado, se ha estudiado el comportamiento de electrodos con
configuraciones de tales caractetisticas, como son los electrodos almenados y los de perfil
diente-sierra. Con el fin de evaluar la idoneidad de estas configuraciones para la coleccién
DEP de particulas, se ha establecido un estudio comparativo con los electrodos de bandas
paralelas.

Considerando inicialmente los electrodos almenados, se ha calculado el moédulo de E? —
Figuras 2.8(a) y (b)— en un plano xy a una altura de 5 pm, fijando la distancia minima entre los
electrodos a un valor de 10 pm. Segtn resultd del estudio de bandas patalelas, a esta altura el
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efecto del espesor de los electrodos sobre la fuerza DEP dejaba de ser determinante. Ademas,
y conforme a lo presentado en la figura 2.4(b), a dicha distancia sobre los electrodos la fuerza
se caracteriza por un perfil mas suave con una unica region favorable para la concentracién de
particulas, que coincide con el espacio entre los electrodos. Por su parte, los electrodos
almenados generan altos gradientes de campo tanto en el espacio entre los vértices del perfil
como en las regiones sobre las superficies internas inmediatamente en las proximidades de
dichos puntos. Comparando las dos modalidades consideradas, la disposiciéon ensamblada —
figura 2.8(b)— de los electrodos llega a generar picos del doble de magnitud que la estructura
enfrentada —figura 2.8(a)—, sobre la superficie correspondiente a la zona convexa de la indentacion.

y (1m)

-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T +-50
-50 -40 -30 20 -10 0 10 20 30 40 50 -50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50

x (um) X (um)
Figura 2.8. Contornos de la magnitud -E en el plano xy a una altura z = 5 um de los

electrodos almenados (a) enfrentados, y (b) ensamblados. (Por razones de claridad, el
médulo del gradiente de F, en V2 pum, se ha multiplicado por el factor 102).

A continuaciéon hemos obtenido el perfil de la fuerza DEP generada por las estructuras de bandas
paralelas y los perfiles diente-sierra, manteniendo los electrodos separados a una distancia minima de
10 um en todos los casos. Los resultados, mostrados en las Figuras 2.9(a)-(c), resaltan la evidencia del
mayor gradiente de campo en los puntos proximos a los vértices de los electrodos diente-sierra, en
comparacién con el provocado en los bordes internos de las bandas paralelas. Segin la figura 2.9(b),
la configuracion de vértices enfrentados provoca una fuerte concentracion de las lineas de campo en
el espacio entre los dos electrodos, aunque contrariamente a lo que cabtfa esperar de forma intuitiva,
no es esta la disposicion que genera una mayor fuerza DEP. La configuracién diente-sierra
ensamblada es la que ofigina el mayor gradiente de campo debido al vértice del electrodo convexo,
como se observa en la figura 2.9(c). Ademas esta tltima disposicién da lugar a una alta asimettia de la
distribucion de la fuerza en funcion de la altura, si bien en ambos casos la fuerte concentracion cerca
de los vértices triangulares decrece muy rapidamente a medida que aumenta la distancia por encima
del plano de los electrodos.
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Figura 2.9. Lineas de contorno de la fuerza DEP en el plano y = 0 generados en la celda
base por los electrodos de configuracion (a) bandas paralelas (b) diente-sierra, enfrentados
vértice a vértice, y (c) diente-sierra, con vértices acoplados, todos ellos separados en su
distancia minima 10 um. (Por razones de claridad, el moédulo del gradiente de E?, en
V2 um-3, se ha multiplicado por el factor 102).

2.3.3. RECUBRIMIENTO DE ELECTRODOS

Otro aspecto significativo a considerar en el disefio de los electrodos para experimentos
DEDP es el control de la adhesién celular a la supetficie de los electrodos. Este hecho, que
ocurre de manera frecuente, puede falsear la cuantificacion de las células colectadas sobre los
mismos por el fenémeno dielectroforético. Es habitual encontrar trabajos en los que se
pretende eliminar la adhesién de determinadas células al dispositivo mediante el
recubrimiento de los electrodos con sustancias bioquimicas como la tripsina —enzima
secretada en el intestino para la digestién de proteinas—, del mismo modo que se emplea para
impedir su adhesion sobre las placas Petri de cultivo celular dentro del dominio biolégico. En
otras ocasiones se ha recurrido a la modificaciéon quimica de las superficies de los electrodos,
por ejemplo, con el fin de lograr una adhesion selectiva de células en busca de determinados
patrones —como sucede en determinados estudios de la actividad y estimulacién de células
neuronales mediante la creaciéon de redes locales en pozos habilitados al efecto—, o por
cuestiones de biocompatibilidad del dispositivo. Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay
estudios relativos a las implicaciones del recubrimiento con materiales como el nitruro de
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silicio, teflén, etc, sobre la efectividad DEP de los sistemas de microelectrodos. Con tal
objetivo, se ha extendido el método BEM propuesto, segun la ecuacién (2.5) incluyendo la
presencia de diferentes medios dieléctricos y conductores, resultando un sistema de
ecuaciones integrales aplicables a las fronteras que limitan el recubrimiento dieléctrico y el
electrolito, respectivamente.
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Figuras 2.10. Dependencia del maximo de la fuerza DEP con la permitividad relativa ¢, del
material de recubrimiento dieléctrico. (a) Segin distintos espesores 8¢ de la capa;
(b) variando la conductividad ceq del medio electrolito, para una capa de espesor 8¢ = 200
nm. La distribucién del campo se calcula en un plano a 5 pm por encima de los electrodos.

Partiendo del maximo de la fuerza DEP generada por la configuracion de electrodos planos
paralelos, se ha estudiado el efecto del recubrimiento sobre la distribucién del campo dentro
de la camara. En la Figura 2.10(a) se muestran los resultados obtenidos habiendo considerado
diversos espesores de la capa, y en funciéon de los valores de la permitividad relativa del
dieléctrico, a una altura z = 5 pum.

Los materiales aptos para el recubrimiento como el silice (S10y), el nitruro de silice (Si3Ny), el
poliestireno (PS) o el teflon, que poseen bajos valores de la permitividad relativa & —oscilando
entre el 2.1 del tefléon y el 7 del SisN4—, producen un fuerte apantallamiento del campo
eléctrico, llegando a provocar una importante reduccion de la fuerza dielectroforética. En los
casos en que la permitividad dieléctrica del recubrimiento se aproxima a la del medio externo
—del orden de 80&—, la fuerza dielectroforética generada por los electrodos tiende, como es
légico, al caso en que éstos no presentan recubrimiento.

Hay que hacer notar que a pesar de que el recubrimiento dieléctrico se supone sin pérdidas,
los resultados —que se muestran en la Figura 2.10(b)— dependen fuertemente de la
conductividad del medio para una frecuencia dada. Se considera la estructura aislada con una
capa de espesor de 200 nm —suficiente para apantallar el campo sin llegar a anularlo en los
casos de menor & —, y un campo aplicado a una frecuencia de 100 kHz —a la que poder
examinar la influencia de la conductividad— Segin muestra la figura los efectos de los
materiales de recubrimiento con valores de permitividad bajos, siguen siendo importantes
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hasta en el caso de conductividad nula. Estas capas sobre los electrodos pueden, por tanto,
provocar un apantallamiento casi total del campo eléctrico en soluciones acuosas,
especialmente en bajas frecuencias, incrementando o disminuyendo su accién en funcién de
factores como el espesor del recubrimiento, el valor de su permitividad o la conductividad del
medio externo.

2.4. CONCLUSIONES

Los resultados numéricos presentados en este capitulo demuestran que el método de
ecuaciones integrales para la configuracién de los electrodos y medios dieléctricos es
apropiado para el diseflo preciso de los sistemas dielectroforéticos. El método incorpora
condiciones de contorno exactas y proporciona un calculo directo de las fuerzas DEP,
evitando calculos intermedios que pueden acarrear errores no controlables. A través de este
estudio se concluye la importancia de la simulacién numérica que permita un conocimiento
previo de las posibilidades del dispositivo experimental disefiado con un determinado
objetivo, favoreciendo ademas la reducciéon de los costes de fabricaciéon. Al conocido
comportamiento de los maximos del gradiente del campo en el borde interno de los
electrodos y su variaciéon con la altura, se ha afiadido la influencia sobre dichos maximos del
espesor de los electrodos o la altura de la cimara. Ademds, la flexibilidad del método para el
analisis de diversas geometrias ha permitido observar el interesante comportamiento de
determinadas configuraciones de electrodos, tales como el perfil diente-sierra en su
configuracién menos comun, enfrentando vértices concavos y convexos. Finalmente, se ha
estudiado el efecto de las capas dieléctricas cubriendo los electrodos, analizando el grado de
apantallamiento del campo que provocan en funciéon del valor de la permitividad
caracteristica del material de recubrimiento, el espesor de la capa y la conductividad de la
solucién acuosa. No hay que olvidar, no obstante, que estos ultimos resultados se han
obtenido a una frecuencia de 100 kHz —por debajo del rango de frecuencias normalmente
empleado en la experimentacion DEP—, y que a mayores frecuencias los efectos son minimos
en este sentido. De ahi que recubrimientos tales como el nitruro de silicio ejerzan su accién
antiadhesiva frente a las células —a la par que aumentan el tiempo de vida util del dispositivo—
sin provocar grandes atenuaciones del gradiente de campo, siempre que su espesor no
sobrepase los 200 nm y no se empleen bajas frecuencias. Aunque en nuestro caso la
aplicacion del método se ha orientado a los dispositivos de electrodos disefiados para la
coleccion de células, mediante la ampliacién correspondiente podria analizarse el sistema con
vistas a otras importantes aplicaciones en biotecnologfa.
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Capitulo 3

MODELIZACION DIELECTRICA DE
CELULAS BIOLOGICAS

La interaccion del campo eléctrico con las particulas bioldgicas puede ser estudiada, a nivel de
descripeion celular, en base a determinados pardmetros de interés tanto desde el punto de vista del
comportamiento eléctrico, como desde el dmbito de la fisiologia celular. La distribucion del campo en el
interior de la célula, su polarizacion eléctrica, el grado de penetracion de la radiacion o el potencial
transmembrana inducido, son algunos de los pardmetros evaluados mediante la simulacion del
problema con el fin de proceder a la caracterigacion de la bioparticula, realizar andlisis
microdosimétricos, prever el comportamiento electrocinético de la célula o establecer los protocolos para
los fendmenos de electropermeabilizacion. Para todo ello, el modelo de la célula juega un papel
primordial no silo con el fin de una correcta estimacion de las magnitudes implicadas en el estudio,
sino también para una precisa interpretacion de los datos experimentales y la posterior caracterigacion
de la célula. El recurso a los métodos numéricos es indispensable cuando se pretende optimizar los
modelos empleados para la simulacion de las particulas, que hasta el momento se encontraban
limitados a aquellos que permitian una resolucion analitica de la ecuacion de Laplace. El método de
los elementos de contorno empleado permite modelizar las particulas con una gran aproximacion a su
geometria, ademds de adaptar el modelo a las distintas dimensiones implicadas en el problema —como

las micras del didmetro celular y los nandmetros del espesor de la membrana—.
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3.1. INTRODUCCION

En cualquiera de los ambitos en que particulas de pequefias dimensiones se someten a
campos eléctricos es importante realizar un andlisis de la interacciéon particula-campo que
proporcione una mayor comprension de la fenomenologia observada. Los métodos
empleados para la manipulacion, seleccion, separacién y captura de particulas dieléctricas bajo
campos eléctricos, se han visto favorecidos por la introduccién de la microtecnologia para la
fabricacién de electrodos, potenciando asi sus posibilidades. Esto ha provocado un creciente
interés por los fendmenos electrocinéticos en todas las industrias en las que se trabaja con
particulas micro y hasta nanométricas, pasando desde el ambito biomédico en el que se
encuadra principalmente este estudio, hasta en los sectores electronico, metalirgico, mineral,
farmacéutico o de la tecnologia de los alimentos.

Llevar a cabo la interpretacion de los fenémenos electrocinéticos supone, en primer lugar,
considerar que la mayor parte de las particulas con las que se trabaja presentan estructuras
con una o mas capas —bien sea por su naturaleza, como en el caso de las células biologicas,
bien por exigencias del proceso de manipulacién como ocurre con particulas sintéticas y
determinadas biomoléculas—; y en segundo lugar, establecer una relacién entre la respuesta en
frecuencia observada y un modelo dieléctrico a través del cual se pretende describir la
particula. El andlisis de la respuesta de los sistemas heterogéneos bajo una excitacion eléctrica
comenzé por los casos mas simples, suponiendo campos estaticos o medios fluidos sin
pérdidas, y en base a la conservacién de la energfa (Crane y Pohl 1972). Ante la
inconveniencia de tal descripcién para el tratamiento de particulas con pérdidas, Sauer y
Scholg (Sauer y Schlégl 1985) emplearon el tensor de Maxwell para deducir la expresion de la
fuerza y el torque electrocinéticos. Pero la aplicacion de tales expresiones a los datos
experimentales resulta en ocasiones demasiado complicada o imposible. En base a los
modelos multicapa desarrollados por Fricke (Fricke 1925) para la interpretacién de
experimentos de impedancia dieléctrica, ya en el primer cuarto del pasado siglo, y con la
aportacion a su teorfa dieléctrica de los trabajos posteriores de Hanai (Hanai 1960) e Irimajiri
(Irimajiri ef al. 1979), se han extraido las propiedades eléctricas de células en varios trabajos
(Asami ez al. 1976; 1980; 1989; 1992). Para ello las particulas heterogéneas se describian en
términos de una permitividad compleja equivalente, de modo que la particula pasaba a
considerarse homogénea con dicha permitividad. Este método ha supuesto una buena
aproximaciéon al problema por medio de soluciones analiticas, propotrcionando una
herramienta para la evaluacién de la impedancia de una suspension o los efectos dinamicos,
en base a determinados parametros estructurales y eléctricos. Resultados similares se han
logrado a través del método del momento dipolar efectivo (Jones 1995; Pastushenko ez a/.
1985) que permite evaluar la fuerza DEP y el torque ER, para una particula esférica, segun las
expresiones

Py =472,,@*| foy (@) |E (3.1)

(FDEP>=§R6[( P,YV)E ] (3.2)
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(T, ):iRe[@f <E] (3.3)

donde p,, es el momento dipolar efectivo, & la permitividad del medio extetno, 4 el radio de
la particula y fu el factor de Clausius-Mossotti, funcién dependiente de la permitividad de la
particula y de la del medio externo. La hipétesis planteada por el método supone que la
particula es un dipolo puntual situado en la misma posicién que la particula original,
generando la misma distorsién del campo que aquella. Segin las ecuaciones, se deduce que a
partir de una correcta evaluacién del momento dipolar efectivo p,, se conseguird una buena
estimacién de la fuerza dielectroforética o del torque electrorotacional. Este método se
caracteriza por su sencillez, y es aplicable también a los casos de particulas con capas, siempre
y cuando se introduzca la magnitud equivalente y compleja —en los casos de particulas con
pérdidas— &, , para la descripcion eléctrica de la particula de radio 4, del tipo,

~r ~ 3

= S (3.4)
g +2¢& a+o £ +2¢&

P A 7 m

donde &, y ¢&; son las permitividades relativas a la capa externa o membrana celular —de
espesor 6~y al compartimento interior de la particula, respectivamente.

3.2. METODOS ANALITICOS

Muchas de las bioparticulas sometidas a la experimentaciéon electrocinética presentan
estructuras mas complejas que la membrana encerrando el citoplasma, o geometrias que
difieren de la esférica. Hasta el momento, los modelos empleados para el estudio del
comportamiento eléctrico de una célula en estos casos son modelos analiticos que
proporcionan, en mayor o menor medida, un acercamiento a la comprension del fendémeno.
Las células esféricas multicapa o las células elipsoidales se han venido estudiando a partir de
los modelos que se describen a continuacion.

3.2.1. MODELOS ESFERICOS MULTICAPA

Visto el caso mas general de una particula esférica con una capa, el problema que se
plantea con particulas esféricas multicapa, como la mostrada en la Figura 3.1, se resuelve
analiticamente de forma similar al caso previo de una sola capa. La aproximacién empleada
para la descripcion eléctrica de estas particulas heterogéneas se corresponde con el modelo
llamado  ‘smeared-on?. Segin esta aproximacion, dichas particulas quedan descritas
eléctricamente por medio de una permitividad compleja equivalente, que es la expresién
generalizada de la ecuacion (3.4). Supongase la particula multicapa de la figura estd compuesta
por N+1 esferas concéntricas de radio R;, caracterizadas por una permitividad &y una
conductividad o;, donde 7= 1, 2,...N+1. La permitividad compleja efectiva de la particula
homogénea, representando la particula multicapa, se obtiene a partir del siguiente desarrollo.
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Sea N =1 la esfera mas interna de la particula de modo que la permitividad efectiva & de ésta
y la siguiente capa es

3

(&,:1' B 52 _ & 51 e (3 5)
& +2E, R, & +28,
Nl;-l Nﬁ'l N§1 é—;a’
2 4
) | = Y | - -1 - &y

Figura 3.1. Aproximacién del modelo sweared-ont para la determinacion de la permitividad
efectiva de una particula esférica multicapa.

Del mismo modo, para la esfera de permitividad efectiva &, y la tercera capa de permitividad
€3, la permitividad compleja equivalente &, sera
3
5-5 |_[(&)[&-5 56
& +28&, R, & +28,

Asi, de manera sucesiva hasta llegar a la capa N+1, de forma que la esfera multicapa se
caracteriza por una permitividad compleja equivalente &,

3
En T €nn _ R;\‘H Eno1 T ENn (3 7)

Ey +2&

N+1 RN N+1

que, introducida a través del factor de Clausius-Mossotti en las ecuaciones (3.1) a (3.3),
proporciona de manera analitica la fuerza DEP y el torque ER para una particula con varias
capas.

3.2.2. MODELO ELIPSOIDAL

En las numerosas las ocasiones en las que las células bajo experimentacion DEP
presentan geometria alongada, la evaluacion del momento dipolar de la particula rodeada de
una capa no resulta tan simple como en el caso esférico. Normalmente este tipo de células se
modelizan por medio de geometrias elipsoidales, como es el caso, por ejemplo, de la
aproximacion usual a los glébulos rojos por medio de elipsoides oblatos de excentricidad
considerable. Analiticamente, la resolucién del problema se realiza mediante la ecuaciéon de
Laplace en coordenadas elipsoidales, con sus correspondientes condiciones de contorno —
continuidad del potencial y de la componente normal de la densidad de vector
desplazamiento en las interfases— La capa concéntrica generada alrededor de la particula
inicial, en coordenadas elipsoidales, exige generar tal superficie manteniendo constante la
coordenada & creando un elipsoide confocal, y por tanto una capa de espesor no uniforme,
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como la que se muestra en la Figura 3.2. A través de la resolucién de la ecuacion de Laplace,
se obtiene la expresién para la permitividad compleja efectiva del elipsoide &

> segun cada

una de las direcciones x, y o g, indicadas de forma genérica por k

&, +Vv(&—£&,) (B, — A4y +1)
&, +v(&-8,)(B,—4y)

con &, vy &; las permitividades complejas de la membrana y del intetior celular; v el cociente
entre los volumenes de la zona interior y el total de la célula, a los que se asigna el subindice 1
y 0, respectivamente; 4,y Bo; son las integrales elipticas correspondientes a los factores de

depolarizacion. Una vez evaluado &,

&y =&,

(3.8)

la componente k del momento dipolar efectivo de la

ecuacién (3.1) toma la forma,

~ 47Z'Llob0€0 gpk _gext
Py = 3 ext | ~ ~t ~
gext + (gpk - g&xt ) AOk

E, (3.9)

con ag, by y & los semiejes del elipsoide y € . la permitividad del medio externo.

La restriccién que plantea el modelo analitico para las particulas elipsoidales ha sido sefialada
por otros autores (Asami ef al. 1980; Jones 1995; Gheorghiu y Asami 1998; Gimsa y Wachner
1999) como fuente de incorrecciones en la evaluacion de los distintos parametros de interés
para el analisis de su comportamiento eléctrico, pudiendo llegar a afectar notablemente en la
precisiéon de los resultados. Del mismo modo, la caracterizacién dieléctrica de células con
geometria elipsoidal a partir del modelo analitico supone la introduccién de errores tanto
mayores cuanto mas acusada es la excentricidad de la particula.

Figura 3.2. Modelo analitico para una particula elipsoidal confocal, rodeada por una capa
de espesor no uniforme a lo largo de su perimetro.

A partir de lo anteriormente expuesto, puede concluirse que tanto en la aplicacién de la teoria
dieléctrica de Fricke y sus modelos multicapa, como en la del momento dipolar efectivo, los
resultados se obtienen en base a soluciones analiticas de la ecuaciéon de Laplace aplicada a
modelos normalmente esféricos o elipsoidales. Este ultimo caso presenta el problema afiadido
de que la solucién analitica impone la generacién de capas de espesor no uniforme, ya que la
resoluciéon mediante la separacion de variables solo es posible cuando las superficies que
definen la geometria son elipsoides confocales, pudiendo suponer en algunos casos una
importante limitacion del modelo. De todo esto se infiere que para poder ampliar geometrias
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distintas a la esférica o elipsoidal, y con el fin de lograr una mayor aproximacion a la realidad
geométrica de la particula, o prescindir de las geometrias elipticas confocales, es
imprescindible recurrir a métodos numéricos.

3.3. METODOS NUMERICOS

La evaluacion teérica de los campos eléctricos en su interaccion con las particulas
dieléctricas pasa, por tanto, a ser dependiente de las técnicas numéricas cuando se realiza una
mayor aproximacion a la geometria real de la célula. Los métodos numéricos comunmente
empleados para la resoluciéon de problemas electromagnéticos son métodos en los que
diversos procedimientos elementales se aplican de forma sistematica e iterativa en la mayorfa
de los casos. Dentro de estos métodos, unos implican todo el volumen de estudio y trabajan
con ecuaciones diferenciales —los métodos de diferencias finitas (Finite Difference Method, FDM)
y de elementos finitos (Finite Element Method, FEM)—, mientras que es posible limitarse a las
fronteras del dominio computacional trabajando con ecuaciones integrales en el método de
los elementos de contorno (Boundary Element Method, BEM). La eleccién del método adecuado
depende de factores tales como la geometria del problema, la regién de interés y sus posibles
simetrias, la linealidad o no linealidad de los medios implicados, ademas de los recursos de
computacion disponibles. Enfocando nuestro problema desde el método de los momentos,
su resolucién consiste en calcular la carga inducida en cada interfase de la particula en
cuestion, a partir de la cual obtendremos el momento inducido y otras magnitudes derivadas
de interés. Centraremos por tanto la atencién en las interfases de las distintas capas de
modelos con geometrias curvas, sobre los que puede aplicarse simetria rotacional para
simplificar la resoluciéon del problema. Los métodos de planteamiento diferencial o
variacional presentan la dificultad de que sus mallados no pueden ajustarse facilmente a los
contornos curvos; ademas el mallado tridimensional supondria implicar todo el volumen
cuando s6lo es necesario abarcar las superficies de separacion entre los distintos medios. Esto
supone un consumo de recursos computacionales muy elevado y no siempre disponible que
puede evitarse empleando el planteamiento integral del problema mediante el método de los
elementos de contorno. A pesar de que trataremos sistemas heterogéneos, y de que por tanto,
existira discontinuidad de las propiedades eléctricas en las fronteras, el método BE es el mas
adecuado. A diferencia del BEM estandar para el calculo del potencial, la variante desarrollada
de dicha técnica se aplica para el cilculo directo de las densidades de carga sobre las
superficies de un dieléctrico, del que se puede resaltar asimismo la capacidad de adaptacién a
las distintas dimensiones que se encuentran en el problema, como son las micras del radio de
la particula y los nanémetros de los espesores de las capas.

3.3.1. EL METODO DE LOS ELEMENTOS DE CONTORNO

Para abordar el problema y evaluar la fuerza dielectroforética, superando las
complicaciones que presenta para ello el tensor de Maxwell o las contribuciones multipolares,
se ha recurrido al método del momento dipolar efectivo. Mediante esta aproximacién el
comportamiento de una particula dieléctrica con pérdidas, sumergida en un medio conductor
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y bajo la presencia de un campo eléctrico alterno, puede analizarse como el de un dipolo
puntual que situado con su centro en la misma posicién que la particula original, genera la
misma perturbacioén del campo —presenta el mismo valor del campo y del retardo en la fase
y en el tiempo respecto al campo aplicado que la particula original—. Al tratar sistemas con
pérdidas, la permitividad que caracteriza a cada medio es una magnitud compleja, €,
presentando dependencia con la frecuencia segin la expresion € = &—7 o/ w. De esta manera
pueden describirse los fendémenos dispersivos presentes en las particulas heterogéneas
considerando, por un lado, el desplazamiento de las cargas ligadas por medio del parametro &
y, por otro, el movimiento de carga libre a través de o, siendo ambos fenémenos inducidos
por el campo externo. El fenémeno de relajacion dominante en la experimentacién
dielectroforética por encima de los 100 kHz y debajo de los GHz es el efecto de polatizacién
interfacial Maxwell-Wagner: como consecuencia de las diferentes propiedades dieléctricas de
los dos medios en contacto, tras la aplicacion del campo eléctrico las cargas libres se disponen
a lo largo de una fina capa sobre la interfase, considerando que no hay difusién i6nica —la
longitud de Debye es pequefia en comparacién con las dimensiones consideradas en la
particula— y que, por tanto, las cargas se distribuyen en la superficie y no en el volumen.
Cuando tratamos particulas biologicas —normalmente particulas con varias capas— su
respuesta al campo eléctrico esta influenciada por este efecto dispersivo en cada una de las
interfases. El hecho de que la relajacién interfacial Maxwell-Wagner se produzca a frecuencias
mayores que los efectos de polarizacion de los electrodos o de difusioén idnica —del orden de
kHz—, y por debajo de las frecuencias de relajacién de pequefias moléculas polares de
protefnas o de las moléculas de agua ligada, presentes en el citoplasma —en el orden de 102
MHz hasta algunos GHz— justifica que el estudio se realice bajo la hipétesis de que tanto la
permitividad & como la conductividad o son cantidades reales y constantes en los volumenes
de cada fase de la particula heterogénea. Asi, en cada interfase de separacion entre dos medios
con propiedades dieléctricas distintas se da el fenémeno de relajaciéon de Maxwell-Wagner,
siendo la distribucién de carga interfacial objeto de nuestros calculos para una posterior
evaluacién de la fuerza dielectroforética. La particula se dispone con su eje patalelo al campo
aplicado, presentando simetria rotacional axial. Del planteamiento expuesto del problema se
deduce la idoneidad del método de los elementos de contorno para la resoluciéon del
problema: la discretizaciéon de las superficies requerida, la versatilidad que presenta para
adaptarse a las distintas dimensiones y los menores recursos computacionales que demanda,
son prueba de ello.

Supongase el caso general de una particula dieléctrica esférica y permitividad ¢, suspendida
en un fluido con &, y sometida a un campo eléctrico alterno linealmente polarizado de
magnitud E, y frecuencia @, siendo E = Eye™', como se describe en el dibujo esquematico de
la Figura 3.3. Dado que la longitud de onda a la frecuencia de aplicacién del campo eléctrico
es mucho mayor que la mayor de las dimensiones de la célula, se trabaja bajo la hipotesis de
aproximacion cuasi-estatica. El campo eléctrico induce sobre la particula un momento dipolar
y, por tanto, una reorientacién de las cargas ligadas, ademas de provocar el movimiento de
sus cargas libres. Considerando asimismo la contribucién del potencial externo, ¢, la
expresion para el potencial eléctrico creado por la particula en aproximacién cuasi-estatica
viene dada por
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F(r)=9,(r)+ I KD s (3.10)

72'8 R

s

siendo x la densidad de carga compleja, a cuya patte real contribuyen las densidades de carga
ligada, x,, y de carga libre, ., de la forma Re(x)= x,+x., R = |r—r'| y S es la superficie de
integracién que representa el conjunto de las interfases entre los diferentes medio 7 y
implicados en el problema.

&
EO é‘//
n

Eext

Figura 3.3. Particula dieléctrica suspendida en un medio externo y sometida a un campo
Ey. En cada interfase del problema se analiza el campo normal a dicha superficie,
apuntando del medio 7 al medio /.

Por tanto, segin la ecuacién (3.10) la componente normal del campo eléctrico en un punto r
en la interfase, apuntando del medio 7 al medio j, resulta

E (r=E, (r)-

0 on

“ /%(r')%dS#Zm%(r)} 3.11)

dre
0

con Ey;la componente normal del campo aplicado, G es la funcién de Green que para una
geometria 3D toma la forma G(r, r) = 1/R, con R = |r — r'|. Generalizando la ecuacién de
discontinuidad de la densidad de corriente normal a la superficie de separacién de dos medios
sin pérdidas para el caso de medios dispersivos, se obtiene la expresion de la densidad de
carga compleja x en la interfase,

- &—-£&, .
—go)Eﬂ.:go E

-&)E, +(§,

J

g=(& (3.12)

i

donde &,y & son las permitividades complejas de los medios en contacto, y & la correspondiente al
vacio; E; v E;; representan las componentes normales del campo del medio 7 al j y viceversa,
respectivamente. Con esta expresion de la densidad de carga en la ecuacion (3.11) se obtiene
la ecuacién integral para la densidad de carga en un punto r de la interfase entre dos medios
dieléctricos 7y /,

£-5
R(r)=2—— K‘(r)—— I 2(r )—( jds' (3.13)

erg +£ s, %
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en la que xy(r) = §Eo,, v donde el dltimo término representa la suma extendida a todas las
interfases S;.

A partir de la ecuacion integral de Fredholm de segundo tipo (3.13) para la densidad de carga
inducida en la interfase entre dos medios, se plantea la resolucion numérica del problema por
medio del método de los elementos de contorno. La discretizacién de las supetficies Sy se
realiza aprovechando la simetria rotacional axial de la particula modelada, dividiendo cada interfase
en pequefios tiras circulares, ;... 4,4 perpendiculares a dicho eje, a cada una de las cuales se les
asigna una densidad de carga constante. De este modo, la ecuacién integral (3.13) se
transforma en el sistema lineal de ecuaciones algebraicas

N
£=2A4&+B, i=l-N (3.14)
i iy i

j=1
donde el coeficiente 4; representa, salvo constante, la componente normal del campo
eléctrico creado en r; por la distribucién uniforme de carga del elemento A, con densidad de
carga unidad. Es decir,

i g -
A=t ’Ji(ljds' (3.15)
A

siendo &,y &, las permitividades de los medios en contacto en el punto r;, de modo que ahora
R =|r;—r'|. Mientras, B; es proporcional a la componente normal del campo externo,
D g~h B I~

' & +&
h !

Los coeficientes de la densa matriz generada se obtienen semianaliticamente empleando la
integracion de Gauss-Legendre sobre los campos producidos por una circunferencia
uniformemente cargada. Este calculo semianalitico admite la discretizacién de las superficies
Sr con un numero razonablemente pequefio de subareas, A,...4,,, generando un nimero
manejable de ecuaciones y proporcionando soluciones numéricas estables con sélo 100 unidades
de discretizacién. Una vez obtenidos los coeficientes 4; y B; se obtienen las densidades de
carga de polarizacién «;, a partir de las que se calcula de forma directa el momento dipolar
inducido por el campo a través de la relacion

N
ﬁef :Z’?iAi K, (3'17)
i=1

pudiendo entonces obtenerse cualquier otra magnitud de interés relacionada para el analisis
del problema, tal como la polarizabilidad de la particula, la fuerza de interaccién entre varias
de ellas o el potencial transmembrana inducido.

En una primera exposicion del método presentado, Sancho (Sancho ef a/ 2003) remarcé su
validez y fiabilidad al comprobar que éste proporciona una aproximacion realista de la
particula tal que supone eludir los errores —de hasta un 30%, en los casos de particulas
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heterogéneas con gran excentricidad— que introducen los modelos analiticos. Este hecho
muestra el alcance que puede acarrear el empleo de modelos confocales para la estimacion de
la respuesta eléctrica de una célula al campo. A su vez, el calculo directo de la densidad
superficial de carga en el nuevo planteamiento de la técnica numérica, evita los posibles
errores generados por la derivacién numérica del potencial obtenido mediante el método BE
estandar o a las técnicas FE.

Para contrastar los resultados aportados por el método numérico presentado con el modelo
analitico expuesto anteriormente, se ha calculado la densidad de carga inducida en las
interfases citoplasma-membrana y membrana-medio externo en una particula elipsoidal. Los
parametros geométricos y eléctricos empleados son @ = 1 pm, 4 = ¢ = 0.2 um para las longitudes
relativas de los semiejes, con el espesor de la membrana en la direccion de los ejes mayor y menor
o2 =0.01 nm y &b =0.058 nm, respectivamente. Las permitividades y conductividades de cada

una de las fases implicadas son citoplasma, & = 50&, o. = 0.1 S/m, membrana, &, = 10&, o, =1
mS/m y medio externo &.; = 80&, oo = 0.5 mS/m. En la Figura 3.4 se muestran los
resultados obtenidos para la densidad de carga en cada interfase segun el modelo elipsoidal
analitico de membrana no uniforme, y segun el modelo numérico resuelto con BEM, que

permite un espesor uniforme & = du.

120 |
.
) + BEM
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Figura 3.4. Densidad de carga inducida en las interfases citoplasma-membrana, &, y

membrana-medio extetno, K. 6 es la coordenada angular del punto a lo largo del
contorno de la superficie.

La diferencia entre los resultados es importante especialmente en la regiéon proxima a los
polos de la célula, lo que explica las limitaciones sefialadas del modelo analitico para la
correcta evaluacion del comportamiento eléctrico de la célula. Otro hecho importante que se
refleja en la figura es que el campo en la membrana no es uniforme dado que las densidades
de carga K. # -Ke-m, tendencia que se muestra mas acusada en el caso en el que la membrana
presenta un espesor variable.

- 68 -



3.4. Sensibilidad de la caracterizacidn

3.4. VARIACION DE PARAMETROS. SENSIBILIDAD DE
CARACTERIZACION

La caracterizacién de las particulas y, mas concretamente, de células bioldgicas a partir del
espectro dielectroforético supone resolver un problema inverso en el que el punto de partida
consiste en establecer una relacién entre una magnitud fisica detectable en el espectro y el
modelo empleado en base a parametros geométricos o dieléctricos. La polarizabilidad a de
una particula es una magnitud que relaciona el campo eléctrico con el momento dipolar que
este induce, a través de la relacion

p=a(w)E (3.18)

De esta forma, una vez evaluado el momento dipolar, segin la ecuacién (3.1), y conocido el
campo externo aplicado, se obtiene la polarizabilidad de la particula a partir de la que se
puede extraer informacién sobre sus parametros dieléctricos por medio del factor de
Clausius-Mossotti efectivo, calculado numéricamente. Este factor contiene toda la
informacion relativa a la dependencia frecuencial de la respuesta de la particula. La posibilidad
de que la medida del espectro permita determinar de manera fiable los parametros eléctricos
que caractericen a la célula, plantea la cuestién de hasta qué punto el espectro es sensible a los
parametros. Siendo fijos &, y el radio « de la particula, se ha realizado un estudio sobre la
influencia de los parimetros dieléctricos a través de f,,, sobre el espectro dielectroforético en

las regiones de alta y baja frecuencia.

109 6=1E-4S/m @ Lot £=20¢, (®) |
”’ &=15¢
&=10¢,

054 o =1.E-5 S/m 1 osl 585 |

Re (f,)

" c=1.E-6S/m / \ " Z &

6

< 2 -I‘
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f (Hz) f(Hz)

Figura 3.5. Influencia de las variaciones de los pardmetros asociados a la membrana
—(a) conductividad, (b) permitividad— sobre el la parte real del factor de Clausius-Mossotti
en la zona de bajas frecuencias del espectro.

En las Figuras 3.5 y 3.6 se muestra la influencia de los pardmetros dieléctricos de la
membrana y los asociados al citoplasma, en el caso de una bioparticula esférica rodeada de

una membrana, cuyos parametros dieléctricos son & = 50&, 0. = 0.5S/m, &, = 15&, 6, = 0y
Enr = 808, 0wr = 1.5 mS/m. La evidencia de una clara distincién entre las células viables
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—membranas mas aislantes— y las no viables —membranas conductoras— a través del andlisis del
espectro DEP, se detecta en la figura 3.5(a) donde la conductividad de la membrana celular es el
punto clave. La variaciéon de los valores de la permitividad de la membrana en el rango de
valores normalmente asociados a dicho parametro, aparece en la figura 3.5(b). Tales variaciones
pueden darse como consecuencia de modificaciones estructurales —cambios de las
proporciones lipidicas o asociacién de grupos moleculares a la membrana—, o cambios
morfolégicos —invaginaciones, pliegues y formacion de bolsas—. Estas variaciones, asociadas
con el parametro de la frecuencia de cruce f., son fundamentales para la caracterizacién de las
membranas en células viables en fases de crecimiento o estados fisiol6gicos diversos.

Por su parte, el interior celular se ve afectado a altas frecuencias —Figura 3.6(a)— cuando el
campo eléctrico ha superado la barrera de la membrana. El espectro responde de forma
evidente a cambios en su contenido i6nico a través de la conductividad asociada, cambios que
estan relacionados con procesos fisiologicos, exposicién a agentes quimicos externos o
envejecimiento. En cambio, la variacién de la permitividad del citoplasma —Figura 3.6(b)— por
debajo de 80g, valor normalmente asignado al citoplasma por su composicién acuosa,
muestra menor influencia sobre la respuesta DEP.
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Figura 3.6. Influencia de las variaciones de los pardmetros asociados al citoplasma —(a)
conductividad, (b) permitividad— sobre el la patte real del factor de Clausius-Mossotti en la
zona de frecuencias mds altas del espectro.

Recogiendo estas observaciones por medio de un parametro normalizado de sensibilidad,
definido por

S(P) =% (3.19)

donde P representa el parametro analizado en cada uno de los casos, se ha estudiado la
sensibilidad del método respecto a la variacion de los parametros dieléctricos celulares. En las
Figuras 3.7(a) y (b) se muestra la sensibilidad del modelo a las vatiaciones de la conductividad
y permitividad de la membrana. En la figura 3.7(a) aparece también, por comparacion al
parametro de sensibilidad, la parte real del factor de Clausius-Mossotti.
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Figura 3.4. Sensibilidad del modelo de una célula esférica a las variaciones de (a)

conductividad de la membrana; (b) permitividad de la membrana, (c) conductividad del
citoplasma y (d) permitividad del citoplasma, en el espectro DEP. (Obsérvense las
diferentes escalas en las figuras)

A partir de los resultados se infiere que la deteccion a través del espectro DEP de los cambios
asociados a los compartimentos celulares presenta una mayor sensibilidad a la variacién de la
permitividad de la membrana, seguida por la de la conductividad del citoplasma, de la
permitividad del mismo y la de la conductividad de la membrana. Como cabia esperar desde

el punto de vista fisico, los paraimetros de la membrana afectan a la region de baja frecuencia,
mientras que los del citoplasma lo hacen en alta frecuencia.

3.5. CONCLUSIONES

El método numérico expuesto, basado en la técnica de los elementos de contorno para el
calculo de la densidad superficial de carga inducida en las interfases, presenta gran validez y
potencialidad para el andlisis de situaciones en que particulas de diversa naturaleza se
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encuentran sujetas a la accién de campos eléctricos AC externos. Frente a métodos
empleados previamente para la evaluacion del fenémeno dielectroforético o, por extension,
de los fenémenos electrocinéticos, nuestro método presenta una mayor versatilidad frente a
los medios y geometrias de las particulas, resultando fundamental para la evaluacion de los
procesos dielectroforéticos y, sobre todo, para una cotrecta y mas precisa catacterizacion
celular como consecuencia de una mayor aproximacion a la realidad de la particula. De esta
manera, esta herramienta analitica para la resolucién del problema inverso proporcionard un
mayor conocimiento de la relacién entre la fisiologia o estado de la célula y su
comportamiento eléctrico. Por ende, el método no requiere una excesiva demanda de
recursos computacionales dada la division de las superficies, caracteristica de los métodos de
los elementos de contorno. La convergencia de la solucion numérica se alcanza con un
nimero de divisiones de tan sélo N~100 unidades, manteniéndose incluso para grandes
valores de N. Las aplicaciones, expuestas a continuacién en la presente tesis, son una
extensiéon del trabajo que comenzé con el desarrollo del método numérico, y vienen a
demostrar su validez y potencialidad.
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Capitulo 4

CARACTERIZACION DIELECTRICA DE
BACTERIAS

A partir de las medidas del espectro de la coleccion dielectroforética de suspensiones bacterianas, en
concreto del Staphylococcus anreus —Sthap. aurens— y de la Esherichia coli —E. coli—, se han obtenido
las caracteristicas dieléctricas de ambas bacterias. Se han interpretado los experimentos mediante el
método numérico previamente expuesto, en el que las células son modelizadas como particulas
compartimentadas de geometria esférica y cilindrica con extremos semiesféricos, respectivamente. En
base a la informacion obtenida mediante la caracterizacion, se ha examinado la wtilidad de la
combinacion de la dielectroforesis con el método numérico como técnica de diferenciacion de los tipos
bacterianos gram-positivo y gram-negativo. En segundo lugar y como extension del punto anterior, se
han analizado efectos antibidticos sobre el comportamiento dielectroforético de las bacterias.
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4.1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Células de diferentes especies, estado de diferenciacién o estado fisiolégico presentan
considerables diferencias en su morfologia, estructura o composiciéon, lo que implica
diferencias en su polarizabilidad efectiva y, correspondientemente, en su respuesta
dielectroforética. Esta es la razén por la cual la dielectroforesis ya se ha establecido como
método para la separacion y clasificaciéon de particulas en base a sus comportamientos
diversos frente al campo aplicado. Pero el problema inverso que se plantea, es decir, la
extraccion de las propiedades dieléctricas de las células a partir de la respuesta DEP, exige por
un lado, establecer una relacién entre los datos experimentales y los parametros eléctricos, y
por otro, el respaldo de un modelo dieléctrico para la célula. Normalmente, la medida
experimental en el fenémeno DEP consiste en el conteo de las células colectadas sobre los
electrodos bajo DEP positiva, mientras que el modelo dieléctrico de la célula proporciona su
polarizabilidad en términos de sus parametros dieléctricos y estructurales.

El siguiente paso, consistente en la inferencia de informacién sobre la fisiologia de la célula en
base a sus propiedades dieléctricas, es el punto en el que el campo de la Fisica establece un
puente con otros campos del conocimiento, como son el de la Biologia, y mas concretamente
en este caso, el de la Microbiologfa. Sobre dicha relacion existen algunas evidencias en la
bibliografia reciente, pudiendo deducirse, por ejemplo, la habilidad de las células para
mantener un cotrecto balance idnico, esencial para su estado funcional, en base a las
propiedades dieléctricas de membrana y citoplasma. De forma mas genérica, las diferencias en
los espectros DEP pueden explicarse en términos de la conductividad del medio circundante, del
tamafio total de la célula y sus compartimentos, de la carga superficial —fuertemente influenciada
port el nimero de grupos cargados en la pared celular—, de la conductividad y morfologia de la
membrana, as{ como en términos de la presencia de vesiculas membranosas en el citoplasma.
Estas relaciones se han aplicado en diversos trabajos empleando la dielectroforesis, por
ejemplo, para la deteccion selectiva de bacterias por medio del ajuste de la conductividad del
medio externo (Markx ez 2/ 1996). El conocimiento previo de que las grandes diferencias entre
paredes bacterianas de diversas especies —debido a sus mecanismos de intercambio iénico—
confieren grandes diferencias en la conductividad especifica del organismo (Markx ¢# @/ 1994),
justificaba el estudio. En otras investigaciones, la DEP se combina con ensayos
inmunolégicos planteando otras técnicas de seleccién entre bacterias, al aprovechar la
reaccién anticuerpo-antigeno que crea la aglutinaciéon de una de ellas y que provoca un
aumento aparente de su tamafio celular, por lo que la fuerza DEP resulta dominante sobre
éstas (Suehiro ¢ @/ 2003). Dicho estudio viene a confirmar la importancia de la capa mas
externa de las bacterias, donde se encuentran los componentes quimicos responsables de sus
caracteristicas antigénicas o patogenas (Hecker ez @/ 2003). Y sobre la membrana, son varios
trabajos los que emplean la dielectroforesis para analizar diversos microorganismos, en los
que se concluye que la membrana manifiesta una conductividad mayor en células no viables
que en las viables, lo que a su vez podria explicar la disminucién observada para la
conductividad interna de la célula debida al flujo i6nico a través de la membrana (Huang e a/
1992; Suehiro et a/ 2003; Lapizco-Encinas et a/ 2004).
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En base a estos estudios dielectroforéticos realizados se ha establecido una base para la
comprensién de la fisiologfa celular en relacién con los campos electromagnéticos. Pero
ademas de la caracterizacién dieléctrica de las células, la dielectroforesis puede ser una
herramienta eficiente para la rapida identificacién y evaluacién de microorganismos mediante
un conveniente analisis de la coleccién dielectroforética de los mismos. El trabajo realizado
por Milner proponia una técnica combinada —medida de la impedancia dielectroforética o
DEPIM- a través de la que se pretendia mejorar la cuantificaciéon de la coleccion
dielectroforética respecto a las técnicas Opticas, midiendo la impedancia de la suspension
bacteriana recogida sobre los electrodos por efecto dielectroforético (Milner ez a/ 1998). Poco
después aparecia publicada una ampliaciéon de dicho trabajo, afirmando la potencialidad de la
monitorizacioén de la variaciéon temporal de la impedancia eléctrica para evaluar rapidamente
la presencia de microorganismos en medios acuosos (Allsopp e a/ 1999). Practicamente de
manera paralela, el grupo de Suehiro presentaba este método DEPIM para el andlisis de la
calidad del agua (Suehiro ez @/ 1999). Mas tarde, el método se empleaba para realizar una
deteccién selectiva de bacterias viables de la especie E. co/, colectandolas mediante electrodos
interdigitados y suponiendo que la conductancia medida entre éstos es proporcional al
niamero de células recogidas (Suehiro e @/ 2003). A partir de los resultados obtenidos
encontraron ademads diferencias dieléctricas entre las bacterias no viables, dependiendo de st
habfan sido sometidas a esterilizacién por tratamiento térmico o radiacién UV. De acuerdo
con sus observaciones y estudios previos dedujeron que el aumento de temperatura implicaba
modificaciones estructurales en la membrana, provocando a su vez alteraciones en el interior
celular; mientras, la luz UV no inducfa cambios estructurales aparentes en la membrana, que
pudieran verse reflejados en las propiedades dieléctricas de la célula, ya que dafaba
directamente al ADN en el interior celular. La posible deteccién de diferencias dieléctricas
relacionadas esta vez con la sensibilidad o resistencia bacteriana a determinados antibiéticos
era el objetivo del trabajo presentado por el grupo de Johari (Johati ez a/ 2003). En concreto,
emplearon la técnica DEP para detectar la sensibilidad y resistencia antibiética de cepas del
Staphylococcns  epidermidis frente a la estreptomicina. Para ello emplearon un dispositivo
experimental compuesto por un par de agujas enfrentadas a modo de electrodos, e interpretaron
la coleccion dielectroforética de células como proporcional a los valores de la polarizabilidad.

Respecto a estos trabajos, el presente estudio pretende mejorar las condiciones tanto
experimentales como tedricas de la experimentacion dielectroforética como método de
caracterizacion celular y, por extension, de sus posibles aplicaciones. Frente al empleo de los
dispositivos de experimentacién mas basicos —como los electrodos creados con las puntas de
aguja enfrentadas—, el empleo de una cdmara de microelectrodos como dispositivo
experimental, permite una automatizacién de la toma de datos de la coleccién
dielectroforética, ademas de posibilitar su integraciéon dentro de los sistemas de
miniaturizacién lab-on-a-chip. Por otro lado, frente a los modelos utilizados para la
interpretacion del experimento, normalmente restringidos a soluciones analiticas limitadas en
su adaptabilidad a la estructura celular, el respaldo del modelo numérico desarrollado y
presentado en el tercer capitulo supone una mayor fiabilidad del andlisis. Recientemente, han
salido a la luz nuevos estudios de caracterizacion dieléctrica de la bacteria E. o/, pero
ninguno de ellos llega a cubrir las cuestiones todavia abiertas respecto a la éptima interpretacion
de la experimentacion dielectroforética. Del primero de ellos (Bai ef @/ 2006) podria resaltarse la
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incorporacién de las tres capas que caracterizan a esta bacteria en un modelo elipsoidal, y que
unicamente fueron consideradas en el modelo esférico adoptado por Holzel para la
interpretacion de los datos extraidos por electrorotacién (Holzel 1999). Aunque este modelo
elipsoidal tri-capa supone una mayor aproximacion a la estructura morfolégica de la bacteria
que el asumido por Holzél, Bai recurre al modelo analitico confocal basandose en el trabajo
de Sekine (Sekine ef a/ 2002). Allf se afirma, tras el calculo numérico comparativo de los
espectros dieléctricos de suspensiones de particulas alargadas con capa —modelizadas segin la
geometria elipsoidal confocal usual, la no confocal y la llamada geometria bastin consistente
en un cilindro con extremos semiesféricos—, que las diferencias introducidas por el modelo
analitico confocal respecto a los modelos numéricos no suponen graves consecuencias en la
interpretacion de los experimentos. Esta afirmacion es contraria tanto a lo sefialado por otros
autores (Jones 1995; Gheorghiu y Asami 1998; Gimsa y Wachner 1999; Sancho ef 2/ 2003),
como a la informacién proporcionada por nuestro método, como se vio en el capitulo
tercero. En su estudio, Sekine emplea el método estindar de elementos de contorno por lo
que, a los errores intrinsecos de la solucién numérica del potencial eléctrico, hay que afiadir
las inexactitudes del resultado debido al caracter indirecto de la extraccién de la permitividad
compleja de la suspension. Para ello iguala el potencial creado en una region esférica de la
suspension a la suma de los potenciales creados por los dipolos inducidos por las N particulas
de la regién considerada. El segundo estudio busca la caracterizacién y diferenciaciéon de
distintas mutantes isogénicas de la E. co/f mediante la dielectroforesis (Castellarnau ez a/ 2006).
Contando con la microtecnologfa para el dispositivo experimental, los parametros eléctricos
de las bacterias mutantes analizadas se extraen mediante la deteccién de la frecuencia de cruce
caracteristica, en base a un modelo analitico de geometria elipsoidal con dos capas confocales,
lo que sigue suponiendo, bajo nuestro punto de vista, una pérdida de informacién y, por
tanto, de precisiéon en los resultados. Y en el tercero, y mas reciente de los estudios, se
presenta la DEP como método patra una rapida deteccion de la muerte celular de las bacterias
por la acciéon bactericida de un determinado antibiético (Hoettges ez a/ 2007). Para ello se
muestra como los primeros cambios electrofisiologicos inducidos por la poliximina B sobre la
E. coli se detectan en la respuesta DEP tras sélo 1 h de exposiciéon al antibidtico. Tras el
seguimiento de la reaccién de la bacteria en otros periodos de tiempo cortos —2 y 4 horas—, el
comportamiento DEP se muestra claramente diferente entre ellos y a su vez diferente de la
respuesta control de la bacteria. Tras 4 horas de tratamiento se detecta una dréstica caida de la
conductividad del citoplasma —un 86 % de su valor inicial- que indica la no viabilidad de la
célula debido a la disrupcion de la membrana bajo la accién de la poliximina B. A diferencia
de nuestro estudio, el analisis de Hoettges se basa en un modelo simplificado para la E. ¢/ —
geometria esférica con una Unica capa, que integra pared y membrana, rodeando el
citoplasma—, lo que supone una falta de precisiéon considerable en la caracterizacion de la
bacteria, atn cuando el resultado presentado tenga validez cualitativa. Lo mas novedoso del
trabajo es el aspecto tecnolégico, por cuanto el dispositivo empleado —un pozo DEP creado a
través del bloque conformado por superposicion alterna de laminas conductoras y aislantes—
supone una alternativa eficaz cuando la litografia no es un recurso asequible.

Un dltimo punto importante a tesefiar sobre nuestro trabajo, ademas de las ventajas del
modelo numérico empleado, es el establecimiento de la relacién entre la coleccion DEP de
bacterias sobre los electrodos y la polarizabilidad de las células individuales, extendiendo los
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modelos previos validos para geometrias cilindricas o esféricas a nuestro dispositivo de
electrodos de barras paralelas.

A partir de lo expuesto, los fines planteados mediante el empleo de la DEP como
herramienta de andlisis son:

e la caracterizacion y diferenciaciéon de los grupos bacterianos gram-positivo y gram-
negativo por medio del S7aph. aurens y la E. coli, bacterias representativas de cada tipo
respectivamente, y

e la deteccion de la accion antibidtica sobre las bacterias, tanto desde el punto de vista de
una evaluacién rapida de la susceptibilidad de la bacteria hacia el agente quimico, como
desde el de la diferenciacién entre cepas sensibles y resistentes a un determinado
antibiotico.

4.1.1. DIFERENCIACION GRAM-POSITIVA Y GRAM-NEGATIVA

Bl Staph. anrens y la E. coli pertenecen a dos grupos diferenciados de bacterias: gram-
positiva la primera, y gram-negativa la segunda. El método clasico de clasificacion gram de las
bacterias fue establecido en base a la técnica de tincion realizada por el investigador danés
Christian Gram en 1884, y permite una primera diferenciacién morfoldgica de las bacterias.
La técnica consiste en someter a la bacteria a tintado con cristal violeta, seguido de una
solucién de yodo diluido y después de lo cual se decolora con acetona o etanol. Las células
que retienen la tincién fueron llamadas gram-positivas y las que no, gram-negativas. Este
hecho se debe a la diferencia en la supetficie celular, mucho mas compleja en las células gram-
negativa que en las gram-positiva. La identificacién por tincién gram ayuda a la seleccion de la
terapia antibiotica mas adecuada, dado que una correcta identificacién de la bactetia ayuda a
un tratamiento mas efectivo, cooperando de esta manera en la reduccion de la resistencia
antibiotica. Ademas, la mayorfa de las bacterias gram-positivas son sensibles a las penicilinas,
mientras muchas de las gram-negativas son resistentes debido a su diferencia estructural en la
pared celular. Sin embargo, dado que no todas las bacterias de importancia médica responden
a la tincién, y que el procedimiento de identificaciéon gram requiere periodos considerables de
realizacion —debido al tiempo de cultivo necesario para el crecimiento de las cepas
bacterianas—, la caractetizacion dielectroforética puede suponer un avance y una ayuda en el
diagnostico de laboratorio. De ahi que se busque una mejora y automatizaciéon de la
metodologia basada en la dielectroforesis, ya que es de esperar que, en base a las diferentes
morfologias y propiedades de las células, la respuesta DEP de las bacterias gram-positiva y
gram-negativa facilite la diferenciacién de ambos tipos.

Las bacterias bajo estudio, el Staph. aurens y la E. coli, son bacterias que forman parte de la
flora normal del ser humano. La primera de ellas vive en las fosas nasales, en las mucosas y en
la piel, mientras que la segunda lo hace en el colon. Pero, en determinadas circunstancias,
ambas especies resultan patégenas en mayor o menor grado. El Staph. aureus provoca, entre
otras, la aparicién de supuraciones en la piel, el sindrome del shock téxico, intoxicaciones
alimentarias y neumontias, asi como numerosas infecciones intrahospitalarias. La E. co/i fuera
del tracto intestinal puede provocar diversas infecciones, como cistitis, tlceras, peritonitis y
diarrea.
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4.1.2. EVALUACION DIELECTROFORETICA DE LA ACCION
BACTERICIDA DE LOS ANTIBIOTICOS

Conocidos los mecanismos de accién de diversos antibidticos, detectar su actividad a
través de la respuesta dielectroforética implica un paso mas en el estudio de la potencialidad
de la dielectroforesis como herramienta analitica para la caracterizacién celular. Durante el
periodo en el que se ha llevado a cabo esta investigacion han aparecido publicados vatios
estudios sobre el empleo de la dielectroforesis para la evaluacion de agentes quimicos sobre
diversos otrganismos celulares, evidenciando la accién de tales agentes sobre su
polarizabilidad. Bajo tal premisa, uno de los objetivos planteados para la presente
investigacion consistia en la rapida evaluacion de la susceptibilidad antibiética mediante DEP.
Los métodos convencionales de testeo de la susceptibilidad de una bacteria a un determinado
antibiético (antibiogramas) requieren de periodos de cultivo de al menos 16 horas en cada
una de las etapas —identificacién de la bacteria a partir de la muestra del paciente y evaluacién
de la accién antibidtica sobre la misma—, lo que supone practicamente dos dias para dar con el
tratamiento adecuado. La reduccién del tiempo necesario para realizar los antibiogramas
tradicionales con ayuda de la dielectroforesis es una meta perseguida desde hace algunos afios
por varios grupos de investigacion, a cuyos trabajos nos hemos referido anteriormente. Todos
ellos representan sélo el comienzo en este campo, de modo que la rapida evaluaciéon de la
sensibilidad antibiética de las bacterias sigue siendo uno de los objetivos fundamentales
pretendidos. Como se comentd, esta reduccién implicarfa beneficios no sélo en el ambito de
la salud puiblica —mas eficacia en la deteccién y tratamiento de infecciones con la consiguiente
disminucién de la creacion de resistencias antibiéticas— sino también en el ambito econémico
—menos dias de hospitalizacién del paciente—.

Con dicho fin, en un primer planteamiento, se pretende reducir el tiempo de testeo al
prescindir de la etapa de crecimiento de la bacteria en presencia del antibiético. De este
modo, se estudiaron inicialmente las respuestas DEP de la E. co/i 'y del Staph. aurens sometidas
a vatios antibiéticos que atacan de modos diversos la integridad de las bacterias. Asociado a al
examen de susceptibilidad antibiética de las bacterias, la deteccién de su resistencia a
determinados antibidticos juega también un papel importante dentro del mismo contexto.
Por ello, se esta trabajando sobre la evaluacion de la respuesta DEP de una cepa sensible y
otra resistente del S7aph. anreus, pero en esta ocasion haciendo crecer a la bacteria en un medio
de cultivo bajo la accién de un determinado antibidtico.

Dos de los antibiéticos cuya acciéon se ha analizado con mayor detenimiento durante este
estudio son la ampicilina y la estreptomicina. La ampicilina actia inhibiendo el
entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglicano en la pared celular de bacterias en
crecimiento, mientras que la estreptomicina ingresa en el citoplasma e inhibe la sintesis
proteica impidiendo la unién de aminoacidos. La ampicilina se une a determinadas proteinas
—las penicilin binding proteins, PBPs- en el espacio petiplasmico provocando, en unos casos, la
inhibicién de la formacion del septo transversal de las células y favoreciendo la filamentacion
de éstas y, en otros casos, también la inhibicién del crecimiento longitudinal originando asi
que la célula se redondee. En ambos casos el final es la lisis de la bacteria. Por su parte, la
estreptomicina en el intetior de la célula interfiere en la creacion de las cadenas peptidicas,
originando anomalfas en las proteinas que conforman la bacteria. Algunas de estas son
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proteinas de membrana, resultando asi en la formacién de canales en esta capa que facilitan el
ingreso de mas antibiético a la célula y que, por tanto, aceleran el proceso y el fin
autocatalitico. Ademas, aunque no altera la pared celular, s{ aumenta su permeabilidad.

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. LAS MUESTRAS BACTERIANAS

Las muestras bacterianas, Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcns aurens ATCC 29213
fueron obtenidas a partit de cultivos congelados/disecados del American Type Culture
Collection (LGC Promochem, Teddington, UK). Fueron reconstituidos y mantenidos en
reservas de nutriente agar (Oxoid, Basingstoke, UK). Para la preparacion del analisis
dielectroforético se inoculd cada bacteria en un medio de cultivo estéril (Oxoid, Basingstoke,
UK), y fue crecido durante 16 horas en un matraz con agitaciéon constante a 150 rpm a la
temperatura éptima de crecimiento. Se extrajeron tres muestras del cultivo de 1 ml, depositados
en tubos esterilizados de la microcentrifugadora y centrifugados 1400 rpm durante 2 minutos.
Los pellets fueron extraidos, unidos y resuspendidos en 1 ml de volumen de agua
desionizada. Se centrifuga el tubo de la muestra y se lava el pellet con agua desionizada dos
veces mas, antes de ser finalmente resuspendida en agua desionizada. ILa concentracién final
fue ajustada pata obtener 2:108 células/ml (en una cimara de conteo bacteriano Helbet). Un
volumen de 10 ml de esta suspension fue tomada para el analisis. Para reproducir las mismas
condiciones en todos los expetimentos, la conductividad de la muestra se ajusta a 2.5 mS/m
mediante la adiciéon de volumenes de microlitros de una soluciéon 0.01M de KCL

Las bacterias sometidas a tratamiento antibidtico se preparan de distinto modo segun el
objetivo experimental planteado. Por un lado, en el ensayo para la deteccion rapida de la
sensibilidad antibidtica, a la suspensién bacteriana en agua desionizada —tomada como
muestra control— se le afiaden distintas dosis de antibiético. Las cepas sensibles de la E. co/7 y
del Staph. aurens se someten asi a seis antibidticos de accién diversa —ampicilina, cefotaxime,
tetraciclina, cloramfenicol, ciprofloxacina y gentamicina—. Las dosis empleadas se establecen a
partir del rango de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) —cantidades a las que se
frena el crecimiento bacteriano— para cada antibiético y cepa, recogidas por el CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute). Inicialmente las muestras de control se tratan con las
concentraciones de antibidtico correspondientes a los limites inferior y superior de su CMIL, y
2.5 veces el limite superior. Es decir, la E. /i, por ejemplo, se somete a las dosis 2, 8 y 20
pg/ml de ampicilina, estando su CMI entre 2 y 8 ug/ml. Analogamente se procede con el
resto de muestras bacterianas y sus respectivas dosis CMI para cada antibi6tico. Por otra
parte, con el fin de detectar la sensibilidad o resistencia de dos cepas del Staph aureus frente a
la estreptomicina, la bacteria se incuba en el medio de cultivo en presencia del agente
antibiético —con una CMI entre 8 y 16 pg/ml para un dia de incubacién—, analizando las
respuestas DEP tras 2 horas. La cepa resistente del Staph aurens empleada, catalogada como
52081 y procedente del York District Hospital, se someti6 a las mismas dosis de antibiodtico.
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4.2.2. LA CAMARA DE MICROELECTRODOS

La camara de los microelectrodos se fabricé en el laboratorio Protron-Mikrotechnik
(Bremen, Alemania). Conforme a lo discutido en el estudio presentado en el segundo capitulo
sobre el disefio de microelectrodos, con vistas a la coleccién de bioparticulas se optd por los
electrodos de dos bandas planas paralelas idénticas, con un ancho de 50 um, 4 mm de
longitud y separadas 10 pm, en una cimara de 28 um de altura, que generan un perfil de
gradiente de campo como el indicado en la Figura 4.1.

lgrad E*| [ V2pum™]
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Figura 4.1. Perfil del gradiente de campo dielectroforético en un corte transversal de una
camara de medida segin los resultados obtenidos mediante el andlisis numérico del disefio
de microelectrodos.

Dichas bandas se obtienen mediante la deposiciéon sobre un sustrato de vidrio de una capa de
cromo, primero, y otra de oro después —con 15 nm y 80 nm de espesor, respectivamente—
con un ultimo recubrimiento de nitruro de silicio de 90 nm efectuado mediante técnica
PEVCD (deposicién quimica en fase vapor asistida por plasma) con objeto de prevenir la
adhesion celular sobre la superficie y prolongar la vida util del dispositivo. Finalmente, se
aflade una capa de fotoresina polimérica SU-8 para delimitar un canal lineal de 28 pm de
profundidad alrededor de los electrodos conformando la pared de los mismos. El acceso a la
cavidad del fluido se habilita mediante una canula de borosilicato pegada a la base del
sustrato, de modo que los electrodos quedan en el interior de la cimara. Para el montaje del
sistema de canales, se disuelve un adhesivo de resina epoxy curado por luz UV con v-
butirolactano y se aplica con un pincel fino sobre la superficie del SU-8. Tras un tratamiento
térmico suave se consigue la evaporacion de todo el diluyente, quedando una capa viscosa de
adhesivo. Sobre ésta, se alinea la canula manualmente y se aplica un vacfo al sistema para
eliminar las burbujas de aire. El montaje se expone a una luz UV (600W durante 300s) con
objeto de curar la resina epoxy. Finalmente, se han adherido a la superficie exterior de la
estructura unos bloques de conectores para microfluidos (Omnifit, Cambridge), a fin de
conectar con el entubado fluidico y permitir asi la recirculacién de la muestra a examinar,
como se muestra en la Figura 4.1.
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Figura 4.1. Camara de microelectrodos para la dielectroforesis. La camara estd compuesta
por dos pares de canales idénticos y microelectrodos, economizando asi su
manufacturacion. La suspension bacteriana se introduce por un dnico canal a través de un
puerto de entrada —znlet—, atraviesa las barras de los microelectrodos y sale por el puerto de
salida —outler— de vuelta al vaso donde se encuentro la muestra.

4.2.3. EL SISTEMA DIELECTROFORETICO

El sistema se dispuso de acuerdo con el sistema de andlisis de imagen empleado por
Quinn en 1995, para realizar un estudio dielectroforético del parasito Cryptosporidium
(Quinn ¢z a/ 1995). La suspensiéon bacteriana se hace circular desde el vaso de
precipitado que contiene la muestra, pasar a través de la camara de los electrodos y
volver nuevamente al vaso gracias a una bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3,
Francia). Con una segunda linea de aire se burbujea la muestra en el vaso de la reserva,
con el fin de mantener una muestra homogénea. Los electrodos se disponen sobre la
platina del microscopio (Nikon Labophot 2, Japén) al cual se le acoplé una camara
CCD de alta resolucién. Las bandas de los microelectrodos se observan en contraste de
fase usando un objetivo de 40x de larga distancia de trabajo, contabilizando las células
visualizadas por el microscopio en modo continuo mediante un sistema de analisis de
imagen (Domino, Perceptive Instruments, UK). Se conecta un generador de sefial
(Tabor 8550, Israel) a los electrodos para crear el campo eléctrico no uniforme entre
los microelectrodos. Todo el sistema se controla mediante un ordenador Pentium que
incorpora placas PCI para el control de todos los parametros incluyendo la frecuencia,
el voltaje pulsado y el periodo, asi como el tiempo y la velocidad de bombeo. Un
segundo monitor se emplea para ajustar y controlar los parametros experimentales. El
dibujo esquematico correspondiente a esta descripcién se muestra en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Sistema de analisis experimental DEP. I.a suspensién bacteriana se hace
recircular a través de la camara de microelectrodos y las imagenes son monitorizadas para
cuantificar el espectro de la colecciéon DEP.

A través de este sistema se aplica un voltaje a una frecuencia especifica sobre los
electrodos, originando asi la agregacion de células sobre estos en funcién de sus
caracteristicas dieléctricas, al tiempo que fluye la suspensién bacteriana a su través. Tras
una duracién especifica, las células colectadas son liberadas por el cese del voltaje
aplicado, permitiendo asi el conteo mediante el software de analisis de imagen. El
campo eléctrico se aplica a distintas frecuencias y la colecciéon de bacterias se revalda.
Mediante este procedimiento se obtiene el espectro frecuencial dielectroforético,
tomando medidas de la coleccién dielectroforética relativa al barrer un rango de
frecuencias.

4.2.4. LA TOMA DE DATOS

Todos los espectros DEP fueron obtenidos en el laboratorio de microbiologfa de Cell Analysis
Ltd. de York. Las cepas de bacterias sometidas a dielectroforesis se encontraban bajo condiciones
estandar. El flujo de la suspension bacteriana se bombea de forma continua a través de los electrodos
a raz6n de 13 ul/min. Se aplica una sefial del generador de 12V, sobre los electrodos durante 5
segundos. El procedimiento se repite para el rango de frecuencias de 10 kHz a 100 MHz, contando
las particulas que se recogen sobre el borde de los electrodos a vatias frecuencias por década,
obteniéndose de este modo el espectro DEP. El proceso experimental se llevo a cabo treinta veces
para cada una de las bacterias suspendidas en un medio buffer que mantiene la conductividad de la
suspensién proxima a 2.5 mS/m, de modo que se favorece la colecciéon de bactetias sobre los
electrodos.

La Figura 4.3(a) muestra una fotografia de la coleccion de células en el gap entre los electrodos,
donde la intensidad del gradiente del campo es maxima, y la 4.3(b), un dibujo esquematico de la
seccién transversal donde ocurre dicho proceso. Tras la coleccion, las células son liberadas cesando
el voltaje aplicado entre los electrodos, y las células son contadas a través de una ventana sobre los
electrodos (no mostrada en la figura)
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Figuras 4.3. (a) Al aplicar un voltaje a los electrodos, las bacterias comienzan a ser atraidas
hacfa el gap donde son colectadas en las regiones de mayor gradiente de campo. (b)
Representacion esquemdtica de la seccion transversal de los electrodos que muestra el
mecanismo de la coleccién de bacterias por DEP positiva.

4.3. ANALISIS TEORICO

4.3.1. ANALISIS DE LA COLECCION DE CELULAS

Con el objetivo de extraer la informacién relativa a las propiedades eléctricas de las
células, es necesaria una teorfa que relacione la coleccién de células y la polarizabilidad
dieléctrica de cada célula. Los primeros modelos con este fin fueron desarrollados por Pohl
en 1978 (Pohl 1978) y validados en sus pruebas experimentales con electrodos de geometria
esférica o cilindrica. Para el presente estudio se han extendido estos modelos para el caso de
los electrodos de bandas paralelas.

Segun se indicoé en el capitulo dedicado al disefio de electrodos, se establece un modelo
bidimensional de la cimara de medida, dada la gran longitud de los electrodos. Mediante
calculos numéricos en dicho estudio se comprobé que la altura de la camara no afecta de
manera significativa a la distribucién del campo, excepto en las proximidades de la pared
superior —aproximadamente a unas 5 pm—, y que el campo en las cercanias del borde externo
de los electrodos es mucho menor que el producido en las proximidades del gap. Por tanto,
cabe suponer que todas las células colectadas durante el intervalo de tiempo en el que el
voltaje es aplicado, se encuentran sujetas al campo producido por unos electrodos semi-
infinitos.

A efectos de un calculo simple del rendimiento de la coleccién dielectroforética se emplea una
aproximacion analitica. Considerando que el espaciado entre los electrodos es muy pequefio,
se obtiene el potencial, y por tanto, el campo eléctrico, mediante la expresion analitica
(Nayfeh y Brussel 1985):

E(r) =Lu¢ 4.1)

mr
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por lo que la fuerza dielectroforética sobre una célula resulta

a,, y?
T U (4.2)

1 2
FDEP: ~ O VE = -
2 T

donde el campo y el voltaje estan representados por los valores cuadraticos medios. La
velocidad del flujo varia desde cero en las paredes hasta alcanzar un maximo en la regién
central de la cdmara. La coleccion tiene lugar para células que se encuentran por debajo de
una determinada altura por encima de los electrodos, que en una primera aproximacion,
basada en el porcentaje de células colectadas, da un valor de unas 5 pm. Por debajo de esta
altura e inmediatamente por encima de los electrodos el flujo es lento, de forma que podemos
despreciar la fuerza de arrastre para nuestra aproximacion. A alturas mayores, el gradiente de
campo es débil y las células son barridas por el flujo. Por otro lado, si bien las células
sometidas a dielectroforesis suelen presentar atraccién mutua debido a la polarizacion
inducida, en el presente estudio se ha considerado que la fuerza DEP generada por los
electrodos domina sobre las interacciones mutuas y que, pot tanto, las células se colectan de
forma individual. Un analisis detallado de este efecto de agregacion requerirfa la simulacién
del movimiento relativo de las células bajo interaccién dipolar, modificado por efectos
hidrodindmicos (Foster y Sowers 1995). En las condiciones de concentraciéon y campo de
nuestro experimento se pueden despreciar estas correcciones. Bajo la suposicion anterior, la
velocidad v de la coleccién de células se obtiene a partir de la ley de Stokes (Hinds 1999):

F, . = 6nKanv (4.3)

siendo K un factor de forma para las particulas no esféricas, « el radio de una esfera con el
mismo volumen que la célula, y # el coeficiente de viscosidad de la suspension. De esta
manera, el tiempo requerido para que la célula se mueva una distancia 7, a la frontera del
electrodo viene dada por

0 3 0 3

dr 6z Kan ¢ , 3t Kan
At=|—=———F\ridr=——r, (4.4)
Ve 20, V"

" Qe 7 o
Durante este tiempo se batre el espacio semi-cilindrico de radio 7, sobre los electrodos,
colectando todas las células contenidas en él. El numero total de células es

2 12

Trl a, At

Nl oy —L— (4.5)
2 6rKan

donde ¢ es la concentracién celular y / la longitud de los electrodos. La ecuacién (4.5)
muestra que la coleccién resultante durante el intervalo de tiempo A7, con electrodos de
barras paralelas, es proporcional a la rafz cuadrada de la polarizabilidad efectiva de las células.

4.3.2. MODELO DIELECTRICO DE LA BACTERIA

El método de los elementos de contorno introducido en el capitulo tercero permite tratar
adecuadamente las distintas escalas implicadas en la estructura celular —micrémetros para el
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radio y nanémetros para el espesor de la membrana— estableciendo un modelo dieléctrico que
se ajusta a la realidad de las células, y que supone un coste computacional razonable. La
geometria de los modelos con sus respectivos parimetros se muestra en las Figuras 4.4(a) y
(b) junto con las imagenes de las bacterias reales. Las bacterias son modelizadas como
particulas dieléctricas multicapa. El Staph. anrens, bacteria gram-positiva con dos capas, posee
una pared con multiples capas de peptidoglicano en contacto con el medio externo de la
célula y una membrana interna rodeando al citoplasma; la E. co/i, perteneciente a las gram-
negativas, posee una superficie celular mas compleja compuesta por una envoltura exterior de
tipo membranoso —conocida por membrana externa—, una fina pared de peptidoglicano
inmersa en lo que se conoce como espacio periplasmatico —entre la membrana interna y la
externa—, y la membrana citoplasmatica. A cada una de las fases o compartimentos celulares
considerados se les asignard las propiedades dieléctricas —permitividad y conductividad—
correspondientes. En cada una de las superficies de separacion entre dichas fases se calcula la
densidad de carga inducida aprovechando la simetria axial de la geometria del problema. A
partir de ésta se realiza una aproximacion teérica al comportamiento dielectroforético de cada
bacteria, cuantificando las diferencias observadas en términos de las variaciones de los
parametros dieléctricos.

Figuras 4.4(a) y (b) — Ilustraciones y modelos dieléctricos de la E. co/i'y del Staph. anrens. La
E. coli (a) se representa por una particula de tres capas con forma de bastén, cuya longitud
se ha establecido en L. = 3.35 pm y su ancho » = 0.82 um; estd compuesta por citoplasma,
membrana plasmatica de espesor 81 = 8 nm, y una pared de & = 15 nm, recubierta
finalmente por una membrana externa de 8; = 8 nm. El Staph. anreus (b) se modeliza como
una particula esférica de radio r = 0.6 pm con dos capas: la membrana plasmatica de
espesor &1 = 8 nm recubierta por la pared de 3, = 20 nm de espesor.
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras evaluar el estado de las muestras sometidas a experimentacion DEP, mediante
técnicas estandar de microbiologfa, y sin haber detectado cambios significativos en la
viabilidad celular, o efectos térmicos o liticos relevantes bajo las condiciones experimentales
empleadas, se han analizado los resultados obtenidos a partir de la accién dielectroforética
sobre las bacterias han sido admitidas a discusiéon. En primer lugar, se corrobora el cardcter
no invasivo de la técnica DEP, como en su momento lo afirmaron trabajos anteriores como
el de Lee y Tai (Lee y Tai 1999) quienes tampoco detectaron lisis de la E. co/ al someterla a
campos AC bajo similares condiciones experimentales (hasta 21 kV/m y 2MHz). Como ya se
sefial6 en el capitulo inicial, dnicamente en el caso de bajas frecuencias —por debajo de 1
kHz— los efectos térmicos y electroliticos empiezan a ser significativos, produciéndose al
mismo tiempo la degradaciéon de los electrodos y la aparicién de burbujas. Por su parte, se
determiné la concentracién 6ptima de células en la suspensioén para llevar a cabo la coleccién
dielectroforética en base a la experimentacién repetida con diferentes concentraciones
celulares efectuada durante afios previos y recogida en el trabajo de Brown (Brown ef @/ 1999).
Igualmente, con el objetivo de prevenir niveles excesivos en la coleccién de particulas, se
cuidaron las condiciones experimentales de voltaje aplicado al sistema, reduciendo asi la
saturacién de la imagen y posibles errores en su deteccién. De forma adicional, para prevenir
la agregacion celular se optimizaron las condiciones de crecimiento y suspension de las células
bacterianas. A diferencia de otros dispositivos, en este sistema la suspensiéon fluye
continuamente en cada una de las experimentaciones, lo que ayuda a mantener la suspensioén
unicelular. Respecto al dispositivo, el revestimiento de los electrodos con la capa de nitruro de
silicio minimiz6 su deterioro y la adhesién de las células, si bien las especies estudiadas
presentan una adhesiéon minima, lo que facilita la repeticiéon de los experimentos. A su vez, la
capa de nitruro impide la agrupacion celular ya que favorece una mayor uniformidad en el
momento de liberar las células de la superficie de los electrodos. El estado de los éstos
durante el proceso experimental, bajo condiciones operativas normales, permanecio
practicamente inalterado sin procesos de delaminacién visibles.

4.4.1. DIFERENCIACION DEP GRAM-POSITIVA Y GRAM-
NEGATIVA

La coleccion DEP de bacterias resultante y promediada para cada bacteria aparece en los
espectros de las Figuras 4.5(a) y (b). Todos los datos recogidos fueron normalizados de forma
que el maximo valor de células colectadas fuera la centena.

Una primera observacién de los espectros DEP proporciona una idea de la influencia de las
distintas propiedades morfologicas y dieléctricas de las bacterias que se traduce en dos
respuestas DEP claramente diferenciadas. A partir de la aproximacién del modelo tedrico de
cada una de las bacterias se ha procedido al ajuste de las curvas para determinar los
parametros dielectricos que caracterizan a la célula. La estimacién inicial de la respuesta DEP
se ha establecido acorde con los valores geométricos y dieléctricos de cada bacteria
encontrados en la literatura. Posteriormente, y segin la ecuacion (4.5), partiendo de la raiz

_ 88 -



4.4.Resultados y discusién

cuadrada de la polarizabilidad, se obtiene el valor proporcional al nimero de células
colectadas para cada frecuencia conforme se varian los parametros eléctricos dentro de unos
limites razonables establecidos.

120 T T T 120 T T T
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Figuras 4.5. Ajustes de los datos experimentales de la coleccion dielectroforética de las bacterias
(@) E. coliy (b) Staph. anreus.

La bondad del ajuste realizado, una vez extraidas las caracteristicas dieléctricas de las
bacterias, se establece por medio de la funcién Chi-cuadrado reducida como gufa cuantitativa.
Las curvas de ajuste de los espectros de la E. co/i y del Staph. aurens se obtienen con valores
para la Chi-cuadrado de 0.11 y 1.23 respectivamente, siendo analizado en el caso del Szaph.
anrens el intervalo de frecuencias de 100 kHz a 35 MHz, y descartando el punto experimental
a 10 MHz, por ser estimado como un error en el proceso experimental de origen incierto.

En la Tabla 4.1 se recogen los valores de ¢ y ¢ para cada uno de los distintos compartimentos

de la E. coli y del Staph. aurens obtenidos en base a la estimacion tedrica de su respuesta DEP,
junto con los valores extraidos por otros autores para estos microorganismos. El rango de
incertidumbre de cada pardmetro se establecié modificando el valor del parimetro hasta que la
curva tedrica cruza el limite de una de las barras de error estandar, siguiendo el método
descrito en el trabajo de Hughes (Hughes es 2/ 2002). Aun cuando los valores para la
conductividad de las membranas plasmatica y externa presentan un amplio rango de valores
posibles —permaneciendo por debajo de un valor adecuado para estas capas—, en general, la
sensibilidad del ajuste a las variaciones de los parametros es aceptable. La dependencia
frecuencial de dichos parimetros a nivel microscépico en el rango de la frecuencias
consideradas —entre 10 kHz y 30 MHz— es debida unicamente al efecto de relajacién
interfacial Maxwell-Wagner, por lo que pueden ser consideradas magnitudes constantes.
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Escherichia coli

Asami (1980b) Suehiro (2003) Valores ajuste
&/8 o (S/m) £/8 o(S/m) &/ & o (S/m)

Citoplasma 61 0.19 60 0.1 70£10  0.07%0.1
Membrana 10.8 5108 10 5108 10£0.5 <1.5-10°¢
Pared 60 0.68 60 0.5 60 0.5£0.1
Membrana externa - - - - 10+1  (2£1)-10°
Medio externo 80 0.121 80 210+ 80 2.7:1073

Staphylococens anrens

Johari (2003) Valores ajuste
/8 o(S/m) &/ & o (S/m)

Citoplasma Insens 0.2 70£10  0.8+0.05

Membrana 4.5 5-108 16£0.5 <1.5:10¢
Pared Insens 0.3 60+05 0.5%0.1
Medio externo 80 1-103 80 2.5:10°3

Tabla 4.1. Parametros dieléctricos de la E. coli y del Staph. aurens, obtenidos mediante el
ajuste del espectro de la coleccion DEP. A modo comparativo se recogen los valores
encontrados en la literatura para la E. coli y el Staph. epidermidis, siendo esta ultima muy
similar al ~ Szaph. awreus con el que se realiza la comparacion. La permitividad y la
conductividad del medio externo son fijadas experimentalmente.

Conforme a las figuras 4.5 (a) y (b), en el rango de bajas frecuencias existe una clara
desviacion entre teorfa y experimento, especialmente en el caso del Staph. aurens. Entre las
posibles causas de estas diferencias esta el hecho de que en el rango mas bajo de frecuencias —
entre 10 kHz y 100 kHz— se da la dielectroforesis negativa, originando la acumulacién de
bacterias sobre la superficie de los electrodos. Esta concentracion de células en las
condiciones experimentales de baja conductividad en las que se opera debe ser poco
significativa, pero dependiente de las diferencias dieléctricas entre aquéllas y el medio. De este
modo se explica que la aparente colectividad del S#aph. aurens por debajo de 60 kHz sea algo
mayor que la de la E. co/i. No obstante, no hay que descartar que, aunque se haya eliminado el
remanente introducido por el flujo continuo de bacterias a través de la camara, la pequefia
variabilidad en el nimero de bacterias que pasan sobre los electrodos pueda introducir errores
en la cuantificacién de la coleccién en cada frecuencia. Otras posibles razones de dicha
diferencia son la influencia de la polarizacién de los electrodos y la presencia del efecto de
dispersion o —que, asociada a la doble capa idnica, se da a frecuencias por debajo de los kHz—
no incluidas en el presente modelo.

Los valores de la conductividad y permitividad de los diferentes compartimentos de las
bacterias deducidos mediante nuestro método estan, en general, en acuerdo con los valores
encontrados en la bibliografia sobre las bacterias. Sin embargo, el método empleado en este
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estudio y los empleados en trabajos previos sobre la caracterizacion bacteriana presentan
considerables diferencias. En primer lugar, el método aqui presentado permite una rapida
evaluacién de la muestra de bacterias u otras células, con una posible integraciéon del
dispositivo en los sistemas /ab-on-a-chip con propositos clinicos o de investigacion. Igualmente,
nuestro modelo supone una mejora frente al trabajo realizado por Johati (Johari ez a/ 2003) y
Suchiro (Suehiro ef a/ 2003), tanto en el aspecto tedrico como en el experimental. Johari
emplea un sistema de electrodos creados con agujas, cuantifica la colecciéon de particulas por
inspeccion visual y no asume ningun modelo para la colecciéon de bacterias. Simplemente
considera la coleccion proporcional a la fuerza dielectroforética. Por su parte, Suehiro emplea
electrodos interdigitados y considera el nimero de particulas colectadas proporcional a la
impedancia medida entre los electrodos, lo que supone una aproximacién tosca. Nuestro
montaje consiste en una camara de microelectrodos a través de la cual recircula la suspension
celular y un método de conteo directo mediante un sistema de analisis de imagen. En el
aspecto tedrico, se ha establecido un modelo que relaciona el numero de particulas colectadas
con la polarizabilidad de la bacteria, ademas de una simulacién mas real de la geometria de la
célula, permitiendo as{ una mejor caracterizaciéon. Nuestro modelo para la E. cw/, con tres
capas y forma de baston, es mas real que los modelos empleados anteriormente por Asami et
al (Asami ez a/ 1980) y Suchiro et al. (Suehiro ez a/ 2003), basados en particulas esféricas o
elipsoidales con capa confocal. Las caracteristicas dieléctricas obtenidas para la membrana
externa, una muy baja conductividad de 2 10> mS/m y una permitividad relativa de 10, son
valores consistentes con el caracter de barrera permeable y su naturaleza bilipidica. Respecto a
las diferencias de la caracterizaciéon entre ambas especies, se ha obtenido una mayor
conductividad interna para el Staph. anrens que pata la E. coli, en concordancia con el hecho de
que las bacterias gram-positivas tienen un mayor contenido en iones K* que las gram-
negativas.

Por otro lado, nuestro modelo para el Staph. aunrens, una esfera con doble capa, es similar al
modelo empleado por Johari et al. para el Staph. ¢pidermidis, otra bacteria gram-positiva similar
al Staph. anrews. Sin embargo, de forma contraria a los resultados presentados por Johari,
nuestro ajuste es sensible a las variaciones de todos los parametros, y hay una considerable
diferencia entre los valores obtenidos para la conductividad del citoplasma y de la pared.
Estas discrepancias pueden ser también debidas a los diferentes modelos empleados, asi
como a la diferente patogenicidad entre las especies que podria quedar reflejada en sus
respectivas propiedades eléctricas. De hecho, es sabido que el Staph. aurens es mas patdgeno
que Staph. epidermidis, y que la patogenicidad bacteriana estd asociada, como se mencioné con
anterioridad, a las propiedades de la pared celular (Antelmann e a/ 2002; Hecker ez a/ 2003).

4.4.2. DETECCION DEP DE LA ACCION ANTIBIOTICA

Conocida la accién de la ampicilina y de la estreptomicina sobre las cepas de la E. coli y
del Staph anrens, dos son los objetivos inicialmente planteados en este punto:
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e evaluacion DEP para un test rapido de la susceptibilidad antibi6tica

e evaluacion DEP de la sensibilidad a un antibiético de una cepa determinada.

Sobre el segundo punto se sigue trabajando en la actualidad, por lo que a falta de completar el
estudio, los resultados seran presentados en una futura publicacion.

A. Evaluaciéon rapida de la sensibilidad antibiética.

A diferencia del método tradicional de obtencién de los antibiogramas, en los que la
bacteria se expone directamente a la accién de varios antibiéticos en presencia de nutrientes
durante unas 16h, el método planteado pretende analizar las posibilidades que ofrece la DEP
en combinacién con el modelo desarrollado para la deteccién de la accion del antibiético sin
esperar a crecer la bacteria en presencia del agente quimico. Una vez conseguida la muestra
para el analisis DEP, ésta se suspende directamente en agua desionizada (muestra control) a la
que después se afiade las cantidades de antibidtico, establecidas segin el tipo de bacteria y el
antibiotico conforme al protocolo indicado en el apartado 4.2.1. De esta manera se procede
para la obtencién de los espectros DEP de la E.coi y del Staph. anrens expuestas a seis
antibioticos distintos.

Los primeros resultados de las respuestas DEP tras los tratamientos a las dosis CMI con las
que se consigue la accién bacteriostatica o bactericida de los antibidticos, no reflejaban los
cambios esperados. Alternativamente se procedi6 a aumentar la concentracién del antibi6tico
aplicado a las muestras bacterianas buscando inducir variaciones significativas en su respuesta,
ajustando siempre la conductividad del medio externo altededor de los 2.5 mS/m. Bajo las
nuevas condiciones experimentales, los espectros DEP presentan comportamientos diversos
frente a cada uno de los distintos antibiéticos, lo que dificulta la sistematizacién de los
resultados. Posiblemente, la baja absorcién de antibiético por parte de las bacterias cuando
estas no se encuentran fase de crecimiento o en un medio del que extraer los nutrientes
necesatios, como es el caso del medio acuoso en el que son suspendidas, han resultado
determinantes. Por otro lado, otros factores no controlados, como los cambios de forma o
tamafio, han podido influir en el comportamiento dielectroforético registrado. Por tanto, setia
necesario un seguimiento mas detallado del estado de la bacteria en cada uno de los
experimentos, que pudiera dar pistas sobre las variaciones obtenidas, ain cuando tal requisito
supusiera una mayor complejidad en la extraccién de los datos. Se ha elaborado, no obstante,
el analisis del comportamiento dielectroforético de uno de los casos observados. Aplicando el
modelo teérico desarrollado, incluyendo posibles cambios morfolégicos, intentamos extraer
los parametros dieléctricos con el proposito de tratar de entender qué ocurre en las bacterias
en estas condiciones experimentales. El punto de atencién se dirige ahora sobre la respuesta
dielectroforética de la E. co/i en suspension acuosa y en presencia de ampicilina. Las primeras
dosis empleadas son los limites del rango de su CMI correspondiente —2 y 8 pg/ml—
aumentando la dosis hasta de ampicilina 20 ug/ml. En la Figura 4.6 se muestran las respuestas
DEP obtenidas junto con la curva de control ajustada en el apartado anterior. A primera vista
se observa una mayor colectividad de las bacterias cuando se afiade el antibiético al medio, si
bien el comportamiento de la suspensién no parece ser muy dependiente de la dosis empleada,
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Figura 4.6. Respuestas experimentales de la E. /i suspendida en agua destilada en
presencia de distintas dosis de ampicilina. La linea continua muestra el comportamiento
tedrico de la bacteria al aumentar la conductividad de la pated hasta 1.2 S/m, frente al
valor de 0.5 S/m extraido de la curva de control, segin se recogié en la tabla 4.1. (Por
razones de claridad, sélo se muestran las barras de error de la respuesta a la dosis de 2

pg/ml).

dada la escasa diferencia observada segun las distintas dosis. La mayor polarizabilidad del
microorganismo en estas condiciones podtia explicarse en base a un aumento del contenido
i6nico en la bacteria. Gracias al proceso de difusiéon por el cual las moléculas polares del
antibidtico entran en la célula, éstas llegan a unirse a las proteinas PBPs, aumentando la
conductividad del espacio periplasmico. Bajo tales supuestos, la curva teérica mas préxima a
la experimental se ha obtenido para un valor de la conductividad del espacio periplasmico de
1.2’ S/m, manteniendo el resto de los parametros dieléctricos sin alteraciones respecto a los
presentados para la suspension control de la tabla 4.1. La bondad del ajuste de la curva teérica
a las distintas dosis vatia desde 0.75 para la de 2 pg/ml hasta a 1.62 para la de 20 pg/ml,
segun se muestra en la Tabla 4.2. Podria decirse que para la dosis del limite inferior de la MIC

Ampicilina (ug/ml) 0 pp (S/m) X2

2 1.2 0.75
8 1.2 0.97
20 1.2 1.62

Tabla 4.2. Bondad del ajuste a través del parimetro chi-cuadrado, Xz, de la respuesta DEP
tedrica de la figura 4.6, obtenida al aumentar la conductividad del especio periplasmico o,
a 1.2 S/m, frente al valor c,= 0.5 S/m estimado para la muestra control (el resto de

parametros permanecen inalterados respecto a control).
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se ha conseguido un buen ajuste y, por tanto, una buena caracterizacion dieléctrica de la
bacteria, aunque no podria afirmarse lo mismo para su respuesta en presencia de 20 pg/ml de
ampicilina —dado que supera el valor de 1.5 establecido como limite superior para el rango de
valores que toma ° cuando se logra un buen ajuste—.

Aproximarse a los valores mas altos de la coleccién dielectroforética presupone un elevado
valor para la pared de la bacteria —1.2 §/m frente a 0.5 S/m obtenido por nuestro modelo
para la muestra control, contrastado a su vez con los valores deducidos por Asami y Suehiro,
tal y como se puede ver en la tabla 4.1—. En cambio, otras caracterizaciones dieléctricas de la
E. coli presentadas separadamente por Holzel (Holzel 1999) y Bai (Bai ez a/ 2006) indican
conductividades para el compartimento petiplasmatico en el rango de 2.2 a 11.8 S/m, bajo el
supuesto de que oy, es aproximadamente igual a 31-o./#(relacién obtenida empiricamente).
Sin embargo, en las condiciones experimentales de nuestro estudio, esto equivaldria a que oy
= 2.8 S/m en todos los casos, dado que la conductividad del medio externo se mantiene
proxima a 2.5 mS/m para evitar la dependencia de los resultados de este parimetro
experimental. Este argumento lo encontramos suficientemente valido como para descartar los
valores tan altos propuestos por Hozel y Bai. No obstante, cabe afiadir un par de aclaraciones
que acrecientan la validez de nuestra hipétesis, y por ende, de nuestro modelo. La primera,
con el fin de despejar toda duda, confirma que aumentar la conductividad de la pared por
encima de 1.2 S/m supone un desplazamiento del espectto DEP hacia altas frecuencias,
desviandose de la respuesta experimental, como se aprecia en la Figura 4.7. Y la segunda, que

Control
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@  8pg/ml
1001 @ 20 pg/ml
a 804 -
1)
a
S 60+ 7
Q
3
8 404 -
1 l : —o0,=125/m
20 el ,=288/m ‘ .
J l J,/’ § 35
0 T T T T T T T T
10* 10° 10° 10’ 10°

f (Hz)

Figura 4.7. Comportamiento de la curva teérica de la E. co/i suspendida en agua destilada

en presencia de distintas dosis de ampicilina frente a un aumento de la conductividad del
espacio periplasmico o, hasta 2.8 S/m —segun la relacién 31-0,M*~. La variacién de Gy
implica una desviacion respecto a los resultados experimentales en el rango de frecuencias

altas del espectro.
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a pesar de que un aumento de la conductividad del citoplasma podtia provocar cambios
similares en el comportamiento DEP de la bacteria —ya que afecta también el espectro en la
zona de frecuencias mas altas—, es sabido que la ampicilina atraviesa la capsula externa y
queda retenida en el peptidoglicano por las proteinas receptoras de penicilina PBPs, lo que
hace poco probable que el antibiético alcance el citoplasma y varie su contenido i6nico.

Tras la argumentacion presentada, y dado que el mejor valor de chi-cuadrado obtenido es de
0.75 —frente al 0.11 resultante de la curva control de la E. c/i— tras un incremento de oy que
no ha provocado los resultados buscados, se ha contrastado el analisis antetior con la
posibilidad de que las bacterias se encontraran en una situacion de no crecimiento aparente
cuando fueron suspendidas en agua destilada. Aunque el crecimiento de la bacteria se detiene
tras la fase de crecimiento exponencial, en la que se multiplica la concentracién de bacterias
en el cultivo, existe un corto intervalo de tiempo previo en el que las hidrolasas —encargadas
de romper los enlaces de peptidoglicano de la pared para permitir el crecimiento— siguen
actuando. De este modo, podria darse la conocida filamentacion de la bacteria implicando un
alargamiento del microorganismo, lo que claramente supondtia un aumento de su
polarizabilidad. En la Figura 4.8 se presentan la coleccion DEP después de que la bacteria
haya aumentado su longitud un 13% respecto a su longitud en la muestra de control. Asi, y
como se recoge en la Tabla 4.3, sin variar los parametros dieléctricos extraidos para la
suspension control de la E. co/z, se consigue un mejor ajuste con valores de 2 entre 0.33 y 0.88.

Control
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] Q@ 8pg/ml
1004 Q@ 20 pg/ml
L 80- .
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3 404 1
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Figura 4.8. Ajustes de las respuestas DEP de las suspensiones de E. /7 en presencia de
ampicilina. A partir de los parametros dieléctricos y estructurales de la suspension control,
se han obtenido los espectros teéricos (a) aumentando la longitud de la bacteria en un
13% —linea continua azul—; (b) aumentando ademas la conductividad del especio
petiplasmatico a 0.6 S/m —linea de guiones y puntos; o (c) a 0.7 S/m —linea de puntos—.
(En esta grafica se presentan unicamente las barras de error de la respuesta de la bacteria a
la dosis de 20 pg/ml).
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Ampicilina (ug/ml) %L O pp (S/m) x

2 13 0.5 0.33
2 13 0.6 0.11
8 13 0.5 0.32
8 13 0.6 0.22
20 13 0.5 0.88
20 13 0.6 0.40
20 13 0.7 0.16

Tabla 4.3. Bondad de los ajustes a través del parametro chi-cuadrado, x’, de la respuesta
DEP teérica de la figura 4.8. Ahora se considera que la bacteria se ha alargado un 13%
respecto a la longitud considerada en el ajuste de la muestra de control. El valor de la
conductividad del especio peripliasmico, g,
ajuste determinado por el menor valor de x. (Al igual que en la tabla 4.2, los pardmetros
no presentados permanecen con los valores obtenidos a partir de la muestra control)

se varfa ligeramente hasta encontrar el mejor

Sin embargo, no puede descartarse que, conjuntamente con el alargamiento de la bacteria, la
ampicilina penetre hasta el espacio periplasmico por el mismo efecto descrito anteriormente.
De este modo, se han considerado ligeros aumentos de la conductividad de dicho
compartimento celular, mostrados también en la figura 4.8 en lineas discontinuas: las
respuestas DEP calculadas de la bacteria en tales condiciones se aproximan en mayor grado a
las expetimentales. Dicha mejora supone un aumento del valor de 0, desde 0.5 S/m hasta
0.7 S/m, para los que ademds la bondad del ajuste alcanza los valores de y2entre 0.11 y 0.22,
conforme se muestra en la misma tabla 4.3. En base a los resultados, a pesar del pequefio
incremento de Oy, la hipétesis de la alteracion del especio periplasmico por la presencia de las
moléculas de ampicilina en el medio externo, trabaja acorde con los resultados
experimentales. Muestra ademas, que la mayor dosis de ampicilina en el medio —20 ug/ml—
puede implicar a su vez una ingesta superior de antibiético, reflejado en el mayor valor de oy
con el que se ajusta la respuesta de la bacteria a dicha dosis.

4.5. CONCLUSIONES

Como se ha descrito, la combinacién de la medida del espectro de la coleccién
dielectroforética de una suspensioén bacteriana y su interpretacion tedrica puede emplearse
para la obtenciéon de las propiedades eléctricas de bacterias. Se han caracterizado los
diferentes compartimentos celulares del Szaph. aurens y la E. coli, y en base a ella se ha podido
establecer una relacién con algunas de sus caracteristicas fisioldgicas, tales como el contenido
i6nico del interior celular o la patogenicidad de la especie. El conocimiento de tales
caracteristicas ayuda a la clasificaciéon gram de las bacterias, trabajo que supone un primer
acercamiento al diagndstico y, por tanto, al tratamiento de las infecciones causadas bien por
las bacterias gram-positiva —como el Sthap. anreus— o bien por las gram-negativa —como la
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E. coli-. Un paso mas en el campo de la microbiologia aplicada consistitia en lograr la rapida
identificacién mediante DEP no sélo de la bacteria, sino de la accién bactericida de los
antibioticos sobre ésta. Debido a planteamientos no suficientemente completos del estudio
experimental para la colecciéon DEP de las bacterias bajo la accién antibidtica, no han podido
presentarse todas las posibilidades de la DEP para el andlisis de dicho aspecto concreto. No
obstante, si se ha mostrado la potencialidad del modelo DEP como herramienta analitica
cuando se ha propuesto esclarecer el comportamiento de la E. ¢/i en presencia de ampicilina,
adin cuando el antibi6tico no ejerciera su funcién bactericida.

Frente a los métodos empleados en otros trabajos, nuestro método presenta algunas ventajas
como el sistema de microfluidos y microelectrodos empleado para una medida automatizada
del espectro DEP, y sobre todo, un modelo mas preciso, tanto en la modelizacién de la
estructura celular como en el establecimiento de la relacion entre la coleccién de células
recogidas y su polarizabilidad.

De esta manera, los dos analisis presentados pueden ayudar a su vez a la reduccién de la
generacion de resistencias antibidticas en las bacterias, originadas en ocasiones por
tratamientos preventivos asignados a los pacientes a la espera del tratamiento adecuado una
vez se haya identificado el agente bacteriano que ha causado la enfermedad. A su vez, los
otros estudios proyectados, como el de la deteccion dielectroforética de la acciéon de los
antibioticos sobre las bacterias en plazos de tiempo menores que los exigidos por los
antibiogramas convencionales, o el de la diferenciacién mediante dielectroforesis de la
sensibilidad o resistencia de una cepa determinada a un antibidtico especifico,
complementarfan enormemente el trabajo llevado a cabo. Igualmente, una identificacién
selectiva de las células bioldgicas, a través de una base de datos previamente definida de los
parametros dieléctricos, supondria un gran avance en dicho contexto. Estas son futuras lineas
de trabajo e investigacién sobre las que se volcara nuestro trabajo, junto con la aplicacién de
la dielectroforesis como método rapido y no invasivo para la medida de contaminantes
ambientales usando células biolégicas modelo sometidas a las muestras de agua a analizar.
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Capitulo 5

EFECTOS DE INTERACCION ENTRE
CELULAS

Conocidos los efectos de interaccion entre particulas que acomparnan a los fendmenos electrocinéticos,
se ha empleado el método numérico desarrollado para evaluar este comportamiento y sus posibles
implicaciones en diversas sitnaciones. Partiendo del andlisis basico de la fuerza de atraccin entre
particulas polarizadas de diversos tamaiios y geometrias, se lega al estudio de la formacion de

agregados de gldbnlos rojos en el flujo sanguineo y la influencia de los efectos de la formacion de
cadenas en el comportamiento dielectroforético de linfocitos.



Capitulo 5 - Efectos de interaccidn entre células

5.1. INTRODUCCION

Una particula polarizada bajo la accién de un campo eléctrico externo genera a su vez
otro campo que afecta a las particulas proximas, provocando, en caso de que éstas sean mas
polarizables que el medio en el que se encuentran, la atraccién mutua entre ellas. De acuerdo
con las observaciones experimentales, en los procesos dielectroforéticos la formaciéon de
cadenas o pearl-chaining es un hecho comuin dependiente de la intensidad y la frecuencia del
campo aplicado, la conductividad del medio en el que se encuentran suspendidas las
particulas, y las caracteristicas eléctricas de las mismas. Estas formaciones se disponen a lo
largo de las lineas de campo tal y como se apatece en la imagen de la Figura 5.1, recogida en
un proceso experimental llevado a cabo en nuestro laboratorio —las particulas bajo
diclectroforesis son levaduras cedidas por el departamento de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la UCM-—.

Figura 5.1 Levaduras sometidas al fenémeno dielectroforético creado por un campo
eléctrico entre dos puntas de aguja enfrentadas —separadas entre si 300 um— a las que se
les aplica un voltaje de 10 Vpp a una frecuencia de 120 kHz.

La complejidad del fenémeno, que ha de incluir numerosas interacciones entre particulas
dieléctricas, hace que su estudio teérico haya sido por lo general poco tratado. En los
primeros analisis en los que se consideraba la formacién de cadenas celulares, no se
estudiaban sus causas sino que, simplemente a partir de las cadenas, se recurria al conteo de la
coleccion dielectroforética. Esta fue la tictica seguida por Crane y Pohl, quienes estimaban las
células colectadas, dispuestas en una cadena celular que ocupa un volumen cilindrico, a través
del angulo solido subtendido desde el punto de anexion hacia el centro de los electrodos
(Crane y Pohl 1972) En trabajos posteriores la formacién de cadenas se ha estudiado con
diversos enfoques que intentan explicar y llegar a una mejor comprension del fenémeno y de
sus factores originarios. Desde el punto de vista energético, Sancho (Sancho e a/ 1997) llevé a
cabo un andlisis de la interaccién entre las particulas y de los factores influyentes en el
equilibrio de la formacién de las estructuras lineales empleando el método de Monte Carlo:
las simulaciones realizadas presentaban un buen acuerdo con la observacion experimental de
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la formacién de cadenas de la levadura Newrosspora Crassa. Ademas pudieron determinar la
intensidad de campo umbral a partir del cual se daba la formacién de cadenas celulares.
Ampliando este estudio, Llamas (Llamas ez @/ 1998) tuvo en cuenta los efectos dindmicos para
analizar la evolucion de la suspensién bajo el campo eléctrico, considerando la viscosidad del
medio, las fuerzas estocasticas brownianas —las colisiones de las moléculas del medio liquido
externo— y la interaccién eléctrica entre las particulas polarizadas y los electrodos. Todo ello
es analizado a través de un método numérico que integra la ecuacién de Lagenvin que rige la
dindmica del problema. A partir del estudio se evalu6 la influencia de los parametros
dieléctricos de las células y del medio externo sobre la longitud media de cadenas,
proponiendo dicha medida como método de caracterizacién eléctrica de las células
individuales. Sin embargo, en ambos trabajos sélo fue considerada la interacciéon dipolar, es
decir, un primer término del desarrollo multipolar general de la distribucién de carga inducida
en las interfases de la particula.

La aproximacién dipolar es de hecho uno de los métodos mas empleados para el analisis del
problema, ya que proporciona una primera estimacién de la fuerza entre particulas
polarizadas interaccionando bajo el campo eléctrico. Pero a pesar de su facil aplicacion, la
aproximacion dipolar no tiene en cuenta la interacciéon de los momentos multipolares de
mayor orden o los efectos locales por presencia de multiples particulas distorsionando a su
vez el campo (Klingenberg e a/ 1991a). Con el fin de superar estas limitaciones, varios
trabajos basaron su analisis en la teorfa multipolar (Clercx y Bossis 1993), en el modelo
dipolo-dipolo inducido (Yu y Wan 2000), en el método de las imagenes multiples (Siu ez a/
2001), mediante distintas aproximaciones numéricas (Davis 1992) o mediante técnicas de
simulaciéon de dinamica molecular (Tan ez 2/ 1999). Todos estos métodos han proporcionado
una mayor aproximacién entre los resultados teéricos y los experimentales —llevados a cabo
mayoritariamente con particulas dieléctricas artificiales—, aunque no siempre resultan de facil
empleo, o son poco apropiados para considerar la posibilidad de coexistencia de bioparticulas
de distintos tamafios —suspensiones polidispersivas— o considerar geometrias distintas de la
esferoidal.

Las aplicaciones del método numérico desarrollado presentadas en este capitulo, en relacién
con la interaccion de particulas polarizadas bajo el campo eléctrico, constituye uno de los
campos de mayor interés dentro de la electrodindmica de particulas. La atencién del estudio
se centrara en los efectos que la forma, nimero o separacién de las células provocan sobre la
fuerza de interacciéon mutua, sobre su polatizabilidad u otras magnitudes derivadas, de interés
para un mayor conocimiento de la fisiologia y funcionalidad celular. Asi, respecto a los
eritrocitos o glébulos rojos, entender el proceso que provoca su agregacion requiere del
conocimiento de varios factores, tales como la carga superficial de la célula, los efectos de los
agentes externos que provocan la agregacion y las tensiones mecanicas que se producen en la
membrana. Los campos electromagnéticos de radiofrecuencia introducen una componente
adicional energética negativa sobre la célula debido a la polarizacién inducida, de modo que
favorece en cierta medida la formacion del estado agregado de los eritrocitos conocido por
‘ronlean’. Mediante nuestro método computacional se ha modelado la célula como un elipsoide
con una capa de espesor uniforme, y se ha calculado la carga inducida en sus interfases bajo
un campo eléctrico de 1 V/m a 1.8 GHz —campo normalizado y frecuencia de portadora de
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telefonfa mévil- aplicado a lo largo del eje de apilacién de las células. El tratamiento del
problema se realiza a partir de consideraciones energéticas, teniendo en cuenta la energia de
los momentos dipolares y la energfa de interaccién entre los dipolos inducidos sobre las
células por el campo. El resultado muestra que, a pesar de la pequefia contribucion del campo
a la formacién de estas estructuras, dicha contribucién puede llegar a ser considerable en
campos de alta intensidad, a cuyo cuadrado es proporcional la energia eléctrica de la
formacion.

El dltimo estudio realizado sobre la interaccién intercelular en experimentos
dielectroforéticos tiene como objetivo la caracterizacion de otras células del sistema
inmunolégico, en concreto, los linfocitos conocidos por células-T. Los cambios morfolégicos
que sufren las membranas de estas células antes de la accién inmunoldgica pueden ser
detectados en el espectro DEP por medio del parimetro caractetistico de la frecuencia de
cruce fu. Pero la deteccién de tales cambios a través de fi, puede verse enmascarada por la
formacién de cadenas que se da bajo experimentacion dielectroforética, y que al modificar el
espectro, modifican también la f, dificultando de este modo la correcta identificacion del
estado de la célula a través del espectro. A partir del método detectaremos las implicaciones
que tiene la formaciéon de cadenas en el espectro DEP mediante la variaciéon de la f,
procurando extraer la informacién correcta sobre la membrana celular de los linfocitos antes
de su activacion.

5.2. METODOLOGIA

A partir del clculo computacional de la densidad superficial de carga inducida sobre la célula,
mediante el método desarrollado y expuesto en el capitulo 3, se ha visto como pueden extraerse
otras magnitudes de interés. En base a la carga inducida, el promedio de la fuerza entre dos particulas
dieléctricas bajo un campo eléctrico externo, teniendo en cuenta la interaccién entre los elementos de
carga de ambas particulas, puede evaluarse segin la ecuacion

4re R

F:lRe”,m),z*(r')v ! [ljd;dx' (5.1)
2 58 ot
donde « es la densidad de carga supetficial en las interfases, € . la permitividad del medio externo,
R=|r-r'| yS1y 52 las interfases de las correspondientes particulas.

Desde el punto de vista energético, evaluar la tendencia de las particulas bajo experimentacion
diclectroforética a formar cadenas implica considerar que el sistema alcanza su equilibrio
presentando un estado de minima energfa. La enetgfa total del sistema puede obtenerse a partir de las
contribuciones energéticas de las IN particulas polarizadas bajo el campo externo y de la energfa de
interaccion mutua entre ellas,

U=U,+YU (5.2)
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donde Uj es la energia total de los dipolos inducidos de cada particula p; en el campo externo,
1. N
U = —EReZ BE, (5.3)
i=1
mientras que el segundo sumando de (5.2) representa la contribucién energética debida a la
interaccién mutua entre dipolos p; y p;, cuya expresion resulta
2.2,

rv3
Y

U = L |:cos¢—3cosﬁicost9/:|Re 6.4

Y 87e,

donde ¢ es el angulo que forman los momentos dipolares de las particulas, y 8,, 8; son los angulos
que forman los respectivos momentos con el vector de posicién ry. A través de la polarizabilidad
efectiva @ que describe la respuesta eléctrica de la particula en funcién de sus propiedades eléctricas
y la frecuencia, se obtiene el momento dipolar segin la relacién p = @ E, de modo que

g —E -

p=4nse | ——|E (5.5)

3 ya + 25#.%/

CON €4y ¥ €, las permitividades complejas del medio y de la particula respectivamente, y « el radio de
la particula. Al estudiar el fenémeno pearichaining en suspensiones celulares, las células son
modelizadas como particulas con una capa que representa la membrana. En tal caso, es necesatio
generalizar la ecuaciéon (5.5) sustituyendo &, por la permitividad equivalente & que describa la

particula heterogénea, y que ya fue introducida en el capitulo 3 a través de la ecuacion (3.4). Teniendo
en cuenta la permitividad equivalente de cada célula y considerando que los momentos dipolares se
encuentran alineados, tras una reordenacién de términos en las contribuciones al total de la energfa
del sistema, a partir de las ecuaciones (5.3) y (5.4), resulta

g -

U, =-2Nra* Re(¢_)Re| ——— |E? (5.6)
- & +2&
ya ext
2
| & —E‘W N 1-3cos? @
U, =4ra[Re(z )] |L—" L E? (.7)
ij ext ~' ~ 3
g +2¢ i r
» ext ;ij if

En base a este desarrollo tedrico se ha analizado la formacion de cadenas en suspensiones celulares
teniendo en cuenta no sélo las propiedades dieléctricas del fluido y de las células, sino también la
posible diversidad tanto en tamafio como en geomettia entre las células interactuantes. Ademds se
han evaluado, por un lado, la influencia del campo eléctrico sobre el apilamiento de gloébulos rojos en
la sangre y los cambios que esta formacion implica sobre el potencial transmembrana de la célula, y
por otro, las variaciones del parametro caractetistico de la frecuencia de cruce cuando se observa el
fenémeno pearl-chaining, con sus posibles implicaciones en el estudio DEP de los linfoctios T.
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5.3. EFECTOS DE FORMA Y POLIDISPERSION

Uno de los puntos mds importantes en el estudio DEP de la interaccién intercelular es la
consideracién de la diversidad de geomettias y/o tamafios de las células. Como se vi6 en el
tercer capitulo, el método numérico permite un mayor acercamiento a la realidad geométrica
de la célula, por lo que se ha podido llevar a cabo un estudio preliminar de la influencia de la
forma en los efectos de interaccién. Las desviaciones de las células respecto a la geometria
esférica pueden ser mas o menos importantes: por ejemplo, existen células elipsoidales —como
multiples bacterias— o células columnares —como algunas del tejido epitelial- o células baston,
cuya geometria consiste en un cilindro con extremos semiesféricos —como otras tantas
bacterias y levaduras—. Estas diferencias geométricas que presentan las células sugiere plantear
el analisis de la influencia de la forma en los fenémenos de polarizacion e interacciéon mutua.
En una primera aproximacién al problema, se han considerado las geometrias esférica,
elipsoidal, cilindrica y bastén, estableciendo como critetio que todas presenten un volumen
igual al de la bioparticula esférica de radio R, y obteniendo las dimensiones caracteristicas del
resto de geometrias en base a éste. En la Figura 5.2 aparece la representaciéon de cada
geomettia junto con sus semi-longitudes en funcién del radio de la esfera R: 4 =2.942R,

H=1945R y L = 2.144R para el elipsoide, cilindro y bastén respectivamente.

> cilindro, H=1.94R <
— > esfera, R <

> baston, L=215R <

> clipsoide, 4= 2.92R,B=024 <

Figura 5.2. Representacion grafica bidimensional de las distintas geometrias consideradas
en el estudio, junto con sus dimensiones relativas al radio de la esfera R.

Para evaluar la interaccion entre dos particulas bajo la accién de un campo eléctrico externo
E, aplicado longitudinalmente al eje que las une, se calcula la fuerza segin la ecuaciéon (5.1), y
a la vez a modo comparativo, se calcula la fuerza obtenida segun la aproximacién dipolar. El
primer calculo se realiza para el caso de dos biopatticulas esféricas de radios R y 7, y el
resultado se muestra en la Figura 5.3. La curva representa la fuerza interparticula obtenida en
funcién de la separacién y de la relacién de tamafio entre ambas. Puede obsetvarse que, sobre
todo cuando la distancia entre ellas es muy pequefia, la aproximacién dipolar subestima los
efectos de interacciéon debido a que desprecia la contribuciéon de los momentos de mayor
orden y los campos mutuamente inducidos.
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Figura 5.3. Fuerza de atraccién normalizada entre esferas de permitividad &, suspendidas
en un medio de permitividad & —con & /& = 10— respecto a la relacion de tamafios 7/R, y
pata diversas distancias &. Simbolos y lineas sélidos: tesultados numéricos mediante BEM;
simbolos huecos y lineas punteadas: estimacién segun aproximacién del dipolo puntual.

Estos resultados han sido validados con los obtenidos previamente por Jones (Jones 1995)
mediante expansiones truncadas de multipolos para el caso de particulas de igual diametro, y
que ha su vez fueron contrastados con valores obtenidos experimentalmente.

Observadas las diferencias encontradas entre los métodos empleados para el estudio de la
interaccion en el caso mas general de bioparticulas esféricas, se analiza a continuacion el caso del
modelo elipsoidal cominmente empleado para células alargadas. La fuerza resultante entre dos
elipsoides, cuya relacion de semiejes se ha establecido como #/a = ¢/a = 0.2, aparece representada
en la Figura 5.4(a). Comparando este resultado con el de la Figura 5.3, se observa que la magnitud
normalizada de la fuerza entre particulas esféricas es, al menos, un orden mayor que la fuerza entre
las particulas elipsoidales de igual volumen. Como geomettias alternativas a la elipsoidal para
particulas alargadas, se ha supuesto la interaccion entre particulas cilindricas y con forma de
bastén, conforme aparecen representadas en las Figuras 5.4(b) y (c), respectivamente, junto con los
resultados obtenidos pata la fuerza de atraccion entre ellas. A partir de dichas graficas se detecta la
influencia de la geomettfa escogida para modelizar la célula alargada: la forma cilindrica implica una
interaccion mas fuerte entre las particulas, que llega a ser el doble que en el caso del modelo
bastén, y hasta de un orden mayor que para el caso elipsoidal. En la Figura 5.4(d) se presenta el
estudio comparativo de las fuerzas entre particulas de geometrfas y tamafios idénticos frente a la
distancia normalizada, resultando claramente predominante la interaccién entre las esferas. Sin
embargo, dado que la condicion impuesta de igual volumen genera longitudes muy distintas con
las que se ha normalizado la fuerza de interaccién, es necesatio sefialar que si se calculan fuerzas
absolutas, proporcionales al cuadrado de la semilongitud de la particula, la relacién cambia. Por
ejemplo, las fuerzas entre dos particulas idénticas a una distancia normalizada de 1/8, estin en la
proporcién 1: 1.14 : 0.88 : 0.22 para la esfera, cilindro, baston y elipsoide, respectivamente,
resultando maxima la fuerza de interaccion en el caso de las bioparticulas columnares o cilindricas.
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Figura 5.4. Fuerza de atracciéon normalizada entre diversos tipos de particulas alongadas con
distintos tamafios, en los que la letra mayuscula se asocia a la dimension de la particula mayor y
la minuscula a la menor. (a) elipsoides de semiejes A y a; (b) cilindros de semialtura H y 4; ()
bastones de semilongitudes L y / Simbolos sélidos y lineas continuas: resultados numéricos;
simbolos huecos y lineas punteadas, prediccion dipolo puntual. (d) Vatiacién de la fuerza
normalizada entre dos particulas idénticas de diferentes tipos respecto a su distancia 8, donde
representa genéricamente cada una de las semilongitudes.

Con el objetivo de profundizar un poco mas en la influencia de la geometria sobre la polatizacion
de las particulas y, consecuentemente, sobre su interaccion, ademas de las tensiones locales en la
supetficie, se ha calculado la densidad de carga eléctrica inducida en las interfases entre particula y
medio externo. En la Figura 5.5 se muestra la variacién de la carga supetficial de polatizacion
obtenida a lo largo de la interfase en funcién del angulo polar segun las distintas geometrfas. En
este caso se ha tomado la misma distancia absoluta entre los pates de bioparticulas y, como puede
observarse, las diferencias son significativas. La particula elipsoidal presenta la mayor densidad de
carga en el polo, debido a la mayor curvatura en este punto, mientras que el resto de geometrias
presentan los valores esperables en consideracién a la posible concentracién de carga en funcién
de la forma de las interfases. Asi, al maximo de la geometria elipsoidal le siguen la forma de baston,
la esférica y finalmente la cilindrica, si bien la densidad de catga de esta dltima presenta una
singularidad en el punto de unién entre la base y la altura, como aparece en la grafica.

- 108 -



5.4.Agregacion de RBCs bajo campos EM de RF
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Figura 5.5. Densidad de carga superficial calculada en la interfase de la particula-medio
—con una diferencia dieléctrica & /& =10— para las distintas formas, frente al angulo en
coordenadas polares. Se suponen dos particulas idénticas interactuando, separadas una
distancia igual al semieje 4 del elipsoide.

5.4. AGREGACION DE ERITROCITOS BAJO CAMPOS
ELECTROMAGNETICOS DE RF

Tras un primer analisis del problema genérico de interaccién, la primera aplicacién en el
ambito bioldgico se realiza en el campo de la reologia del flujo sanguineo. Un aspecto
importante en dicho campo es el fenémeno de agregacioén de glébulos rojos —a los que nos
referiremos con el acréonimo RBC, proveniente del término inglés red blood cel- y su
apilamiento originando la formaciéon conocida por el término roulean. Desde el punto de vista
médico este fendmeno presenta un gran interés debido a su influencia sobre la viscosidad de
la sangre, o su efecto en anormalidades hemortreoldgicas de algunas patologifas. Ademas, en
base a la formacion de rouleanx se han estudiado las propiedades generales de las interacciones
membrana-membrana de los eritrocitos, sabiendo que la formacién de roulean se produce por
adhesion lado con lado de un nimero determinado de células que depende de la energia de
adhesion, la fuerza repulsiva entre células cargadas y las condiciones del flujo de la sangre,
llegando a alcanzar longitudes de hasta 50 micras, con mas de 20 células.

Las fuerzas de desagregacion bajo condiciones normales del fluyjo sanguineo son
suficientemente intensas como para romper el roulean. En cambio, en estados patoldgicos la
presencia masiva de rouleanx puede ser perjudicial para los pacientes que padecen
enfermedades vasculares oclusivas, al impedir el flujo sanguineo en los pequefios vasos y
dificultar el proceso de intercambio de oxigeno y diéxido de carbono en los glébulos rojos. La
importancia clinica innegable de estos efectos justifica el hecho de que, a dia de hoy, estas
formaciones sean el objetivo de numerosas investigaciones, en las que se procura un
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conocimiento mas profundo tanto de los mecanismos que las originan como de los que las
dispersan.

Diversos estudios sobre los mecanismos de formacion de los rouleanx han demostrado que con el
fin de conseguir una formacién estable, la energfa de agregacion proporcionada por los enlaces
macromoleculares a la membrana celular debe superar la energia de desagregacion debida a la
repulsion electrostatica entre las supetficies de los RBC y los efectos de ruptura mecanica. De
hecho, el estado de equilibtio de los etitrocitos en los roukanx corresponde al minimo de la energfa
total, incluyendo la energfa de adhesion y la energfa elastica de la membrana y la energfa eléctrica
basica debido al potencial transmembrana. Por tanto la formacion de rwlean puede verse
favorecida cuando la energfa total de los eritrocitos del sistema disminuye. Esta variacién de
energfa puede darse por causas internas de tipo estructural, metabdlico o por cambios temporales,
asi como por causas externas, como la adicién de agentes de agregaciéon —como polimeros
dextrosa— o la presencia de campos electromagnéticos.

La atencién de este estudio se centra sobre la componente eléctrica de la energia de la célula y su
modificacién por un campo electromagnético externo. Las células expuestas a campos EM
pueden experimentar diversos y profundos cambios bioquimicos y biofisicos. Ademas de las
alteraciones fisiologicas que han sido relatadas incluso a niveles de intensidad relativamente bajos,
el campo eléctrico produce cambios en el potencial transmembrana de la célula, y como resultado
de la carga superficial inducida sobre la membrana celular, provoca la polarizacién de la misma. De
este modo, las células sometidas a un campo eléctrico se atraen entre si ya que se favorece la
energfa de interaccioén dipolo-dipolo. Este tipo de interaccion eléctrica, andloga a la analizada en los
fluidos ER, se usa frecuentemente para la alineacion de las células biolbgicas antes del proceso de
electrofusion mediante campo de pulsos intensos.

5.4.1. MODELO DE LA RESPUESTA ELECTRICA

Con el fin de lograr un mayor entendimiento de la interaccion entre el campo EM y las
bioparticulas se ha analizado la respuesta eléctrica de la célula a través de la carga inducida
sobre la superficie de la célula y del potencial transmembrana inducido. Ambos parimetros
son importantes no sélo por su relacién con el estado fisiologico de la célula, sino también
por sus implicaciones en el campo de la electropermeabilizacién, proceso mediante el cual se
introducen moléculas impermeables a la membrana y se controla la salida de sustancias
intracelulares mediante una ruptura eléctrica reversible en dicha capa. En base a la carga y al
potencial transmembrana inducidos se ha realizado una estimacién cuantitativa de la
disminucion de la energia eléctrica implicada en la formacién de un rulean de RBC, cuando se
encuentran bajo la accién de un campo electromagnético de frecuencia 1.8 GHz —una de las
frecuencias de la onda portadora mas usada en telefonfa mévil—.

A. Modelo dieléctrico de la célula

Como es sabido, los eritrocitos humanos son células no nucleadas que en equilibrio
presentan una forma de disco bicéncavo con un didmetro aproximado de 8 um. En una
aproximacion a esta geometria utilizada frecuentemente en la bibliografia, el eritrocito es
modelado como una particula elipsoidal oblata —de semiejes 2 = 1.1 um y & = 3.9 um— rodeada
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por una capa que representa la membrana —de espesor 6 = 8 nm-— conteniendo al medio
interno o citoplasma, y separandolo a su vez del medio externo en el que se encuentre
suspendido. En nuestro caso, a diferencia de otros estudios en los que se emplea la
aproximacion confocal, el espesor de la membrana se ha considerado uniforme. En la Figura
5.6(a) y (b) puede observarse la imagen de los globulos rojos y de sus caracteristicas
formaciones en pila. En la Figura 5.6(c) se representa esquematicamente el modelo empleado
para la célula bajo estudio. El analisis del problema se realiza a partir de la ecuacién de Laplace
en aproximacion cuasi-estatica, dado que las dimensiones de las células son mucho menores
que la longitud de onda de la frecuencia empleada.

Figura 5.6. Imdgenes microscopicas de (a) glébulos rojos con su caracteristica forma
morfologfa biconcava, (b) romleanx de eritrocitos observados en una muestra de sangre
(100x). (c) Corte transversal del modelo empleado para el eritrocito: un elipsoide oblato de

semiejes 2 = 1.1 um, & = 3.9 pm y una membrana de espesor uniforme 6 = 8 nm.

Asimismo, simular la situacion real de la célula supone considerar el medio externo y cada uno de los
compartimentos celulares como medios conductores, caractetizados por una permitividad compleja
& = ¢-io/m, donde es la permitividad, o la conductividad y @ la frecuencia angular del campo

aplicado. En la Tabla 5.1 aparecen listados los parametros eléctricos de cada uno de los
compartimentos.

e/€y o (S/m)

Citoplasma 50 0.53
Membrana 9.04 10-¢
Medio externo 80 0.12

Tabla 5.1. Valores de los parametros dieléctricos asociados a cada uno de los medios
implicados en el problema.

Como se introdujo en el capitulo 3, frente al planteamiento analitico que limita los modelos celulares
a elipsoides confocales y membranas no uniformes, nuestro método numérico presenta la ventaja de
poder modelizar el eritrocito como un elipsoide oblato de gran excentricidad con una capa de
espesor uniforme. De esta manera se evitan los errores de estimaciones previas en base a modelos
analiticos, que subestiman los efectos del campo eléctrico a causa de la no uniformidad de la
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membrana, a la que se limitan tales aproximaciones. De hecho, la aproximacion analitica del modelo
de nuestra célula supondrfa un espesor en las direcciones y y g de tan sélo 2.25 nm frente a los 8
nm asumidos para el espesor de la membrana celular, espesor que mantendria inicamente en la
direccion x de aplicacién del campo eléctrico. Consecuentemente, resulta evidente la incorreccion
que implica para el calculo de la polatizabilidad la modelizacion analitica de ésta u otras particulas con
capa caracterizadas por una gran excentricidad. Gracias al método numérico establecido ha sido
posible no sélo la introduccién de capas uniformes en todos los modelos celulares, sino también un
analisis del problema mas alld de la aproximacién dipolar, considerando ademas los efectos de
polarizaciéon mutua y las contribuciones multipolares de 6rdenes mayores. Con todo ello, nos
aseguramos una estimacion precisa de la polatizabilidad y de las magnitudes de interés implicadas en
el problema que, como se presenté en el estudio preliminar de la interacciéon entre células del
apartado 5.2, pueden verse fuertemente influenciadas cuando tratamos distancias cortas en los
fenémenos de interaccion entre particulas.

B. Interaccién mutua de RBC y energia eléctrica del rouleau.

Uno de los puntos clave en la interaccién de particulas es la distorsion local del campo
eléctrico que, originado por la particula polarizada en sus proximidades, afecta al resto de las
células que se encuentran a su alrededor, llegando a modificar su polarizacién como
demostramos en el siguiente analisis. En el dibujo esquematico de la Figura 5.7 se muestra la
situacion planteada donde se estudia un roulean formado por tres unidades (# = 3), estando los
eritrocitos separados una distancia 4. A la frecuencia de analisis, el momento dipolar inducido
en cada célula es negativo, oponiéndose al campo que los induce.

Figura 5.7. Eritrocitos bajo un campo electromagnético de intensidad 1V/m a una
frecuencia de 1.8 GHz (a) polarizadas y aisladas bajo el campo E; (b) polatizadas y
formando un roulean bajo el campo E.

El calculo realizado de la distribucién de las densidades de carga a lo largo de las interfases
citoplasma-membrana y membrana-medio externo en las unidades celulares del roulean aparece en
la Figura 5.8: (i) la célula RBC aislada —considerando que las células estan separadas una distancia
d» a— (1) la célula RBC central del rouleau cuando las células estan en contacto a una distancia
d = 2a, e (iii) la célula externa de la formacion. Conviene resefiar que, por la simetria del problema,
el resultado para la célula del extremo opuesto de la cadena es analogo. A partir de los resultados
mostrados en la figura, en las que se recorre en sentido horario la superficie de la mitad supetior de
cada célula representada, se pone de manifiesto la influencia de las interacciones mutuas en la
distribucién de carga, especialmente significativa a lo largo de la direccién del eje menor.

- 112 -



5.4.Agregacion de RBCs bajo campos EM de RF

60 J 6o
-—d - S
40 OG ————— R +40
o E ] 20
g o A
= 04 o célulaaislada | o célula aislada 0
S o célula central o célula central
© =20+ e célula dcha. 4 o célula dcha. L 20
-40 1 $ L0
w01 (@ ] == ®) L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

‘ ‘ ‘
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 00 05 10 15 20 25 30 35
® (radianes)

Figura 5.8. Distribucién de las densidades de carga inducidas en (a) la interfase
citoplasma-membrana, y (b) la interfase membrana-medio externo, segin los casos: células

aisladas (4 » a) —circulos color burdeos—, o formando un roulean de n = 3 RBCs,
representando los valores para la célula derecha del triplete —puntos violeta— y la célula

central —puntos verde oliva—.

El potencial transmembrana inducido se calcula a partir de la expresion de la densidad de
carga compleja en la interfase, introducida ya en el capitulo 3 —ecuaciéon (3.6)— aplicada ahora a la
supetficie entre los medios citoplasma y membrana, quedando ahora de la forma

STl (5.8)

donde ¢,y €, son las permitividades complejas de citoplasma y membrana respectivamente, & la
correspondiente al vacio y E,,, la componente normal del campo dirigida desde el citoplasma a la
membrana. De este modo, la ecuacién proporciona la componente normal del campo
eléctrico en la interfase como funcién de la correspondiente densidad de carga k., La
distribucion del potencial transmembrana obtenida se representa en la Figura 5.9 para los
distintos casos de distanciamiento entre las células del apilamiento. Las curvas siguen el
mismo perfil que las distribuciones de carga en la interfase membrana-medio externo de la
figura 5.8(b). En comparacién con la de la célula aislada, las células en contacto formando el
roulean a lo largo de la direccién del campo eléctrico aplicado, sufren una disminucion del
voltaje a través de la membrana debido a los campos de depolarizacién. Este efecto esta
fisicamente relacionado con la polarizabilidad negativa de las células en este rango de
frecuencias: el campo producido por el dipolo inducido en una de ellas actia contrarrestando
el efecto del campo externo en las células colindantes. Los wvalores del potencial
transmembrana a 1.8 GHz son menores que los encontrados a bajas frecuencias (Liu ¢ a/
2003) dado que a altas frecuencias el factor dominante es la razén entre las permitividades del
medio externo y de la membrana, mientras que en bajas frecuencias el efecto dominante se
debe a la relacién entre las correspondientes conductividades.
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Figura 5.9. Potencial transmembrana inducido a lo largo de la superficie de una célula

cuando se encuentra aislada respecto a las otras dos (4 » a) —circulos color burdeos—, o
formando un rouleau de # = 3 RBCs, donde, como en el caso anterior, se representan los
valores obtenidos para la célula derecha del triplete —puntos violeta— y la célula central —
puntos verde oliva—.

El dltimo punto de este estudio consiste en el analisis de la influencia que un campo
electromagnético de radiofrecuencia puede tener sobre la formaciéon de cadenas de glébulos
rojos. Para ello se establece una estimacién energética del roulean de RBC considerando, por
un lado, la energfa de las cargas inducidas en cada interfase de la célula bajo el campo externo
y, por otro, la energfa de interaccion eléctrica entre las cargas. Es decir

U=U,+Y U (5.9)

donde Uj representa la energfa de la célula aislada y polarizada bajo el campo eléctrico, segun
recoge la ecuacién (5.2) y Uy el término relativo a la interaccién entre los dipolos inducidos
sobre cada célula —formulado en la ecuacién (5.3)—. De esta manera, el calculo efectuado no
s6lo incluye las interacciones dipolo-dipolo sino que también tiene en cuenta los efectos
multipolares de todos los 6rdenes. Como muestra la Figura 5.10, la diferencia de energia entre
un numero # determinado de eritrocitos libres, Uy, y la energia de los mismos agregados, U,
se hace mayor a medida que los eritrocitos se apilan en la formacién del roulean. Esto indica
que el estado energético favorable para los eritrocitos, dada la disminucién de energia bajo el
campo eléctrico, supone la formacién de cadenas con un nimero elevado de unidades.

Por otro lado, la energia estimada a partir de la interaccion de las células en aproximacioén
dipolar llega a sobreestimar la disminucion de energia en casi un orden de magnitud cuando el
roulean esta formado por #» =28 RBCs.
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Figura 5.10. Disminucién de la energfa de un rouleau de n células bajo un campo externo,
calculado como la diferencia entre la energfa de las células aisladas (4 —) y las de las
células del rowlean (d = 2a). La linea negra inferior representa el calculo de la energia
mediante aproximacién dipolar analitica, mientras que la linea roja superior representa el
resultado numérico de dicho calculo energético.

5.5. CARACTERIZACION DE LINFOCITOS-T Y FORMACION
DE CADENAS

Como puede intuirse a partir de lo expuesto en las secciones previas del capitulo 5, el
espectro dielectroforético de una célula se ve afectado por la presencia de células proximas
que, interactuando con aquella, originan las caracteristicas formaciones denominadas pear/
chains cuando se tratan suspensiones con altas concentraciones celulares. Es imprescindible
conocer en qué medida se ha modificado el espectro a causa de la agregacion celular. Para ello, la
frecuencia de cruce f, —parametro caracteristico del espectro DEP y facilmente cuantificable que
fue introducido en el capitulo 1— es buen indicador de la existencia de dicha fenomenologia
en una suspensién celular bajo experimentacion dielectroforética. Ademas, la f, esta
directamente relacionada con las propiedades dieléctricas de la membrana celular, de modo
que diferenciar las causas originarias de los cambios en el espectro DEP es una cuestién
relevante, no s6lo por el objetivo de lograr un mayor entendimiento la del fenémeno pear/-
chaining, sino también por facilitar una correcta caracterizacién de la célula sin que el proceso
resulte enmascarado por los efectos de interaccion.

Este es el caso que se da en la experimentacion dielectroforética para la caracterizacion de los
linfocitos-T, en la que la frecuencia de cruce se ve desplazada en numerosas ocasiones por la
formacién de dobletes, tripletes o cadenas de mayor orden, dificultando la precisién en la
caracterizacion de la membrana celular o, por extension, la manipulacién DEP de la células.
Precisamente, el presente analisis se inscribe en la colaboracién con R. Pethig de la
Universidad de Bangor (Gales), dentro de la linea de investigacion del sobre la potencialidad
de la DEP como método no invasivo para la caracterizacién de la membrana de los
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linfocitos-T. En los linfocitos se desencadena el proceso de activacion necesatio para que la
célula ejerza su funcién inmunoldgica, provocando cambios morfolégicos y estructurales
sobre la membrana que pueden detectarse mediante la DEP. El proceso de activacion
consiste en la accién conjunta de un estimulo externo —provocado por la presencia del agente
antigénico— que es reconocido por unas proteinas especificas situadas en la superficie de la
célula, llamadas receptores T de la célula (TcR), y de otras moléculas conocidas por moléculas
accesorias, también presentes en la membrana. Tras los mecanismos de seflalizaciéon o
reconocimiento entre el estimulo externo y la molécula receptora de la superficie, en el nicleo
ocurren diversos cambios bioquimicos que activan la célula T, provocando la proliferacion de
la célula y la segregacion de sustancias citotoxicas capaces de lisar las células antigénicas que
provocaron su activaciéon. Mientras, el propio linfocito activado presenta una menor
complejidad en su membrana, en la que se han observado reducciones importantes en la
densidad de microvellosidades o cambios en su arquitectura lipidica. Segun recogen estudios
de RMN sobre linfocitos, la activacion de estas células origina el aumento de la concentracion
de regiones moviles neutras de lipidos, que se manifiestan como particulas lipidicas
submicrométricas embebidas en la membrana plasmatica (Veale ¢z a/ 1996). Pero a pesar de la
importancia de la funcién inmunolégica de los linfocitos-T, la informacién disponible acerca
de las propiedades dieléctricas de dicho compartimento celular y su relacion con la actividad
de la célula es todavia escasa.

A través del parametro frecuencia de cruce f., asociado a las propiedades de la membrana, se
pretende realizar un seguimiento de los cambios fisiol6gicos implicados en la activacién
celular y, consecuentemente, en la funcionalidad del linfocito. Esquematicamente, en la Figura
5.11 aparece representado el proceso de medida experimental de la frecuencia de cruce: la
frecuencia del campo eléctrico aplicado se varfa hasta que las células detienen su movimiento
y cambian el sentido del mismo. Ademas de la caracterizacién del linfocito en base al
parametro DEP f£,, pueden mejorarse los procesos de separacién de células por medio de las
técnicas wDEP — dielectroforesis de onda viajera—, o FFF-DEP —fraccionamiento de flujo de
campo dielectroforético— introducidos en el primer capitulo. De esta manera, queda abierta la
posibilidad de detectar y separar las células activadas y las no activadas en una suspension
sanguinea, con importantes implicaciones en el diagnéstico y tratamiento de leucemias o
enfermedades inmunodeficientes, siempre y cuando la membrana de los linfocitos sufra
alteraciones detectables.

0

Figura 5.11. Dibujo esquematico de la deteccién y medida de la frecuencia de cruce f,, en
el que se muestra un corte transversal de la cadmara de electrodos del sistema de
caracterizacion. La célula cambia el sentido de su movimiento después de aplicar el voltaje
a la frecuencia f,,, de modo que si se acercaba al borde de los electrodos pasari a alejarse
de ellos, y viceversa.
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Nouestra colaboracién en dicho estudio, comienza con una primera fase en la que, mediante la
observacion del parametro frecuencia de cruce DEP, f£.,, se busca la caracterizacion de la
membrana teniendo en cuenta la influencia adicional que sobre dicho parametro tiene el
fenémeno de formaciéon de cadenas. Contrariamente a lo que cabria esperar, a pesar del
conocimiento de la interaccion dipolar entre particulas polatizadas bajo campos eléctricos y su
interpretacién en base a la interaccién dipolo-dipolo, en el anilisis de los experimentos
dielectroforéticos este efecto no habia sido considerado previamente (Pethig ez a/ 1992; Markx
et al 1994). De hecho, la agregacién de células observadas en numerosos experimentos se ha
explicado de forma genérica en base a la dielectroforesis positiva o negativa, y a otros factores
que influyen sobre este comportamiento, como la geometria de los electrodos y el voltaje
aplicado, la frecuencia del campo eléctrico, la conductividad del medio en el que las células se
encuentran suspendidas, el tamafio de éstas y el fluyjo del fluido en la camara de
experimentacién. Incluso en campos emergentes de ingenierfa microambiental, en los que se
busca la formacién de estructuras similares a tejidos compuestos por bacterias u otros
microorganismos empleando la dielectroforesis, no se ha tenido en cuenta la interaccién
dipolar mutua entre las bioparticulas (Markx ez @/ 2004; Venkatesh y Markx 2007). En tales
procesos de formacién de biopeliculas, al no considerar los efectos interparticula, se comete
un error en el estudio de la influencia de factores como el tamafio de la célula o el tipo de
célula, directamente relacionados con su polarizabilidad.

De todo ello se deduce la necesidad de un estudio cuantitativo de la influencia de la formacion de
cadenas en la respuesta dielectroforética del caso que nos ocupa, los linfocitos-T' Jurkat. Este analisis
propotciona una interpretacion de los expetimentos dielectroforéticos sin ignorar los efectos de
interaccién, que no pueden ser despreciados debido a las altas concentraciones de particulas. La
validez del método se establece en base al acuerdo encontrado entre el estudio tedtico y las
observaciones experimentales del comportamiento dielectroforético de los linfocitos-T, bien
aisladamente o bien formando cadenas.

5.5.1. PREPARACION DE MUESTRAS Y RECOGIDA DE DATOS

La parte experimental del trabajo fue realizada en el laboratorio de la Universidad de
Bangor. Las células empleadas en este trabajo fueron linfocitos de origen humano, del tipo
Jurkat E6-1 procedentes del cultivo American Type Culture Colection (ATCC). Fueron
crecidas en una incubadora a 37°C en ambiente humedo, con un 5% de CO2, 95% de aire y
suspendidas en una solucién nutritiva RPMI enriquecida con RPMI 1640 (ATCC) y con un
suplemento de un 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina. Las células se mantuvieron en fase exponencial de crecimiento hasta que se
doblé6 su nimero, y fueron recogidas mediante centrifugacién a 500 g durante 5 minutos.

Para la experimentacion dielectroforética, las células se lavaron dos veces y fueron resuspendidas
en un solucién isoténica de sacarosa (8.6%) y dextrosa (0.3%), con 1 mg/ml de suero de albimina
bovina BSA (SIGMA), con un pH de 7.4. La conductividad fue medida con un conductivimetro
YSI 3200, ajustando la solucién a una conductividad de 40 £ 0.5 mS/m a 25 °C mediante la
adicién de medio minimo esencial MEM modificado de Eagle (ATCC). La osmolaridad medida
con un osmémetro de presion de vapor, VAPRO 5520, era de 296 £3 mmol/kg.
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El fen6meno DEP experimental se realiza en camaras de medida integradas con un sistema 6ptico
de descripcion celular (Lee ¢ o/ 2006). Por medio de una pipeta se depositan la suspensiones
celulares de unas 10° células /ml en las celdas de microelectrodos fabricados mediante las técnicas
estandar de fotolitograffa, descritas en el cuarto capitulo o en la literatura (Pethig e @/ 2002; Pethig
et al 2004). Sobre los electrodos se aplica un voltaje AC a frecuencias seleccionadas, provocando
dielectroforesis positiva y negativa de forma alterna. El movimiento DEP inducido sobre las
células se controla mediante camaras que capturan 30 imagenes por segundo. La posicion de cada
célula es seguida y normalizada respecto a la intensidad de la variacién del campo eléctrico y el
gradiente de campo entre los bordes de los electrodos. Las velocidades de las células fueron
calculadas con una precision de +0.1 pm/s. El didmetro de cada célula se obtiene a partir del valor
promedio recogido en las imagenes de cada experimento, con una precisiéon estimada de + 0.25
pm. Se extraen las frecuencias de cruce £, de las células aisladas o en formacion catenatia, a las que
ocurre la transicion entre la dielectroforesis positiva y la negativa, por interpolacién de las
respuestas DEP a ambos lados de la frecuencia de cruce.

5.5.2. MODELO DIELECTRICO DE LA CELULA

La estimacion tedrica de la frecuencia de cruce del linfocito-T se ha realizado mediante el
modelo de una particula esférica de una sola capa, sin incluir la membrana que rodea al
nucleo en el citoplasma de la célula, ya que a las frecuencias empleadas su respuesta depende
unicamente de las caracteristicas de la membrana citoplasmatica. Los valores asignados para la
descripcion de la célula estan basados en valores recogidos en bibliografia (Schwan e# @/ 1970).
Como la mayor parte de las células de mamiferos, los linfocitos poseen una membrana
practicamente aislante que rodea al medio citoplasmatico conductor. Sus pardmetros
dieléctricos se encuentran en un rango de valores comprendidos entre 6 y 15 mF/m?, para la
capacidad C,, y entre 10 y 1000 S/m? para la conductancia G,,. Para la estimacién inicial que
se realiza de la frecuencia de cruce se ha tomado C,, = 6 mF/m?, valor tipico aceptado para la
capacidad de la membrana bioldgica, fijando la conductancia al valor G, = 100 S/m?. El
espesor de la membrana se establece como ¢ = 4.5 nm, resultando unos valores para la
permitividad y la conductividad de la membrana de &, = 3.05& y o, = 4.5¢-4 mS/m. Los
parametros asociados para el citoplasma son permitividad & =50& y conductividad
0. = 1 S/m, mientras que la permitividad y conductividad del medio externo son los valores
expetimentales &y = 79&), Opy = 40 mS/m.

5.5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores experimentales de las frecuencias de cruce f, y los radios celulares
correspondientes, obtenidos por el sistema de caracterizaciéon celular del laboratorio de la
Universidad de Bangor para unas 800 células-T, se muestran en la Figura 5.12. En ella los
puntos negros representan las frecuencias f, extraidas para las células que se encontraban
aisladas, y los circulos rojos las correspondientes a aquéllas que formaban cadenas celulares.
La linea negra es la estimacion tedrica de las frecuencias de cruce calculadas para los distintos
valores medidos del radio celular. Esta estimacién parece marcar la tendencia media de la
nube de puntos, ain cuando estos muestran una gran dispersion.
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Figura 5.12. Frecuencias de cruce DEP experimentales para células Jurkat individuales
(puntos negros) y células encadenadas (circulos rojos). Ia linea sélida representa la
frecuencia de cruce modelada teéricamente en funcién de los radios observados para una
célula tipica individual.

Con el fin de comprender el fenémeno observado, y dada la interaccion entre algunas células
bajo el campo eléctrico formando dobletes, tripletes o cadenas de mayor orden, se analizan y
comparan separadamente las frecuencias de cruce relativas a una célula aislada de aquellas
medidas para las células agregadas. En la Figura 5.13(a) se recoge la distribucién acumulativa
de las células observada en funcién de su frecuencia de cruce en cada uno de los dos casos
antes mencionados. A través de las curvas de la figura se detecta el desplazamiento de la

frecuencia de cruce f, hacia altas frecuencias en el caso de cadenas celulares respecto al caso
de la célula aislada.
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Figura 5.13. (a) Distribucién acumulativa de las frecuencias de cruce experimentales £,
para células individuales —puntos negros— y cadenas celulares —circulos rojos— (b)
estimacion tedrica del desplazamiento de la frecuencia f, a través del factor de Clausius-
Mossotti efectivo por unidad celular, como funcién de la frecuencia para cadenas de N

células. El recuadro insertado muestra el desplazamiento del espectro en la region de
cruce.
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Este efecto, que puede ser entendido como consecuencia de la polarizaciéon mutua entre las células
mas proximas, presenta un desplazamiento promedio de 10.7 kHz. Por su parte, la prediccion
tedrica del desplazamiento de f, cuando las células se unen en formaciones lineales aparece
en la Figura 5.13(b), donde se muestra el espectro DEP en funcién del factor de Clausius-
Mosssotti para cadenas de N células con radio igual al radio medio experimental. El
desplazamiento teérico de f, derivado de este estudio muestra un cambio hacia altas
frecuencias acorde con la observacién experimental, aunque la magnitud de dicho cambio,
siendo del mismo orden, es menor. Por otro lado, puede observarse en la figura que los picos
de la respuesta dielectroforética aumentan con el nimero de células interactuantes,
posiblemente debido a las imagenes eléctricas inducidas por las células préximas. De hecho,
el valor efectivo del factor de Clausius-Mossotti por célula puede ser mayor que la unidad a
causa de la interaccién mutua.

Como se coment6 al principio del capitulo, la dependencia de la frecuencia de cruce £, de
los parametros de la membrana puede ser la clave que explique la diferencia encontrada entre
ambas estimaciones. La relacién existente entre f, y los pardmetros dieléctricos de la
membrana se ha establecido en base a la condicién, implicita en la definicion de la f,, de que a
dicha frecuencia las propiedades dieléctricas de la células se igualan a las del medio, resultando
asf la célula inalterable bajo el campo eléctrico. Jones presenta esta relacion a través de la
expresion (Jones 1995)

1 |(o,~0,)(0,+20,) (5.10)

S 27\ (¢,-¢€,)(¢, +2¢,,)
donde los subindices ‘ex? y ‘p° se refieren al medio externo y a la particula o célula,
respectivamente. A través de las relaciones y aproximaciones relativas a las propiedades
eléctricas de las células —a frecuencias por debajo de la dispersion de Maxwell-Wagner las
propiedades dieléctricas de la célula estan relacionadas con las de la membrana segun las
expresiones & = rg, /0 y o, =ro, /0 (Huang et a/ 1996)—, la ecuaciéon (5.10) se simplifica,
resultando

V2
4o —1G )Y =9r°G 5.11
senc Vo ~1G) -G, 611

Jo=

donde 7 es el radio de la célula y G, , G, son la capacidad y conductancia por unidad de 4rea de la
membrana, tespectivamente. Teniendo en cuenta que 7» J,y que en las condiciones expetimentales
de trabajo con células viables, ey » O, la ecuacion (5.11) finalmente resulta

V2

= s 5.12
f;\ﬂ Zﬂrcv exi ( )

m

El valor tipico aceptado para la capacidad de la membrana bioldgica es de unos 6 mF/m?
(Pethig y Kell 1987), limite inferior antes mencionado. Sin embargo, es conocida la presencia
de pliegues e invaginaciones en la superficie de la membrana celular —como se muestra en la
Figura 5.14— lo que puede contribuir al aumento de su valor (Wang ¢f a/ 1994; Pethig et a/
2002; Yang ez a/ 1999). Posiblemente esta heterogeneidad morfoldgica de las células sea una
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de las causas de las dispersiones de la frecuencia f, observada para las distintas células en la

figura 5.12.

Figura 5.14. Imagen de los linfocitos-T obtenida por
microscopia electrénica de barrido. La longitud de la batra es

de 20 um (Yang ez a/ 1999).

Un primer analisis de la influencia de la irregularidad superficial de la célula sobre la frecuencia £,
se ha realizado introduciendo el parametro topografico @ que desctibe la rugosidad de la membrana.
El factor @ representa la razén entre la capacidad de la capa celular bajo estudio y la cotrespondiente
a una membrana perfectamente lisa que rodeara el citoplasma. Asi, mediante este parametro fisico
considerado en diversos trabajos (Wang ez a/ 1994; Pethig ef a/ 2002; Pethig y Talary 2007), no sélo se
considera el efecto de una mayor superficie celular debido a los pliegues o invaginaciones de la capa,
sino también otros posibles factores geométricos o moleculares que aumentaran la capacidad
efectiva de la membrana.
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Figura 5.15. Dependencia teérica de la frecuencia de cruce £, como funcién del radio
celular y el factor topografico @ para cadenas de células de 2 a 5 unidades.
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En la Figura 5.15 se muestra el andlisis tedrico de la dependencia de £, con el radio celular y el
factor topografico @ realizado para agregados celulares de 2 a 5 unidades. A través de las
superficies Af, representadas se refleja, conforme al resultado mostrado en la figura 5.13(b),
el incremento del desplazamiento de la frecuencia de cruce Afy, con el del numero de células
agregadas, habiendo calculado Af, respecto a la frecuencia de cruce de una Unica patticula
con supetficie lisa @ = 1. Como puede deducirse de las graficas de la figura 5.15, el
incremento de Af;, es mas pronunciado cuanto menos rugosas son las superficies celulares.

Una vez introducido el parametro topografico que define la irregularidad de la superficie, y con el
objetivo de caracterizar la membrana, se ha realizado una estimacién de su valor a través de los datos
experimentales recogidos. Considerando separadamente las particulas individuales y las que forman
cadenas, para cada uno de los casos se ha promediado el radio celular observado y la frecuencia de
cruce recogida. En la Figura 5.16 se muestran las frecuencias de cruce calculadas considerando los
radios medios, los distintos valores del factor topografico y el nimero de células agregadas. La
comparacion entre los resultados experimentales —circulo sélidos— y tedricos —simbolos huecos—
indica que el factor topografico se halla entre @ =2 y @ = 3, rango en el que se encuentra el valor
de ®@ = 2.2 estimado para las células-T Jurkat en un trabajo previo (Pethig ez a/ 2002). Sin embargo,
aunque segin puede deducirse de la figura, @ toma valores proéximos a 2.2 en los casos de particula
aislada y dobletes celulares, para n > 3 células el ritmo de aumento de £, experimental con el nimero
de células que forman la cadena es pequefio en comparacioén con la pendiente de las curvas tedricas.
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Figura 5.16. Frecuencia de cruce f, calculada para cadenas de N linfocitos y diferentes
factores topograficos @. Los puntos rojos representan los valores experimentales
promediados de la frecuencia de cruce f,, mostrados junto con las barras de error de su
desviacion estandar.

Esta diferencia entre el comportamiento observado y el esperado probablemente refleja el hecho de

que las rugosidades que puedan encontrarse en la membrana celular no sélo provocan un aumento

de la capacidad efectiva de la capa y, consecuentemente, una disminucién de la frecuencia f, sino
}’ > ¢]

que ademas, interfieren en la interaccion entre células proximas al hacer que la distancia entre las
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células en contacto sea mayor que 27 el valor correspondiente entre los centros de los modelos
esféricos empleados para la estimacion tedrica.

5.6. CONCLUSIONES

El analisis de las situaciones de proximidad entre células de distintos tamafios y
geometrias ha supuesto el primer punto de estudio de este capitulo, en la aplicacion del
método numérico desarrollado como alternativa y mejora de las aproximaciones analiticas al
problema. Como se recoge de lo presentado en el apartado 2, nuestro método numérico
permite superar las limitaciones de la teorfa de dipolo puntual o de las expansiones
multipolares truncadas en el tratamiento de la interacciéon de particulas proximas, ya que
incluye las contribuciones multipolares de mayor orden y los efectos de distorsion local del
campo por cada una de las particulas polatizadas. Esto ha permitido analizar con mayor
tiabilidad la influencia que la forma y la polidispersiéon ejercen sobre las bioparticulas
interaccionando bajo el campo eléctrico, resultando significativas las diferencias obtenidas
para la fuerza de interacciéon segun los distintos tamafios y formas —figuras 5.3 y 5.4—. Una
adecuada parametrizacion de las curvas obtenidas permite una precisa descripcion de la fuerza
entre particulas con diversas formas y geometrias, lo que supone una mejora sustancial
respecto a la aproximaciéon dipolar tipicamente usada en las simulaciones de fluidos
electroreolégicos (ER) o de dinamica molecular (MD).

Visto el importante papel que juega la forma del modelo aplicado para la célula con el objetivo de
una cotrecta computacion de las fuerzas de interaccién mutua o de otras magnitudes relacionadas,
en el siguiente punto tratado se ha evaluado el efecto del campo eléctrico de radiofrecuencia sobre el
fenémeno de agregacion o formacion de rouleanx observado en globulos rojos. Cada una de las
células se representa por un elipsoide oblato rodeado por una membrana que, a diferencia del
modelo analitico, es de espesor uniforme. El enfoque del problema ha permitido el estudio de la
influencia mutua entre células proximas a través de importantes magnitudes eléctricas, como la
densidad de carga inducida en las interfases citoplasma-membrana y membrana-medio externo, el
correspondiente momento dipolar neto y el potencial transmembrana inducido sobre un
determinado eritrocito durante la formacion del roudean.

La comparacion de energias de eritrocitos libres y agregados revela que la formacion de
rouleanx: es energéticamente favorable cuando las células estin inmersas en el campo
electromagnético. Las diferencias de energfa calculadas cuando el campo externo es de 1 V/m
de intensidad —orden de magnitud del campo en los fluidos corporales bajo una exposicion
estandar a la frecuencia de trabajo— son mucho mas pequefas que las energias de adhesion o
mecanicas implicadas en el proceso normal de agregaciéon de eritrocitos, llegando a
representar la milésima o centésima parte de la energfa de adhesion. Eso si, la dependencia de
la energia eléctrica aumenta con el cuadrado de la intensidad del campo, lo que implica que la
influencia de la exposicion a altos niveles de campos eléctricos no puede ser desestimada. Por
otro lado, la existencia de inhomogeneidades en la membrana —no consideradas en el modelo
aqui empleado—, podtia producir regiones locales de alta intensidad de campo, y asi modificar
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las propiedades de agregacion. A través del modelo empleado obtenemos una mayor
compresion de las interacciones celulares que originan los romleanx o las formaciones
denominadas pearl-chains bajo campos eléctricos, constituyéndose en una herramienta
potencial en los campos relacionados con la dielectroforesis para la manipulacién y alineacién
de células, que se da, por ejemplo, como preambulo al proceso de la electrofusion.

Finalmente, a través del método numérico se ha realizado un estudio de los efectos dipolares de
formacién de cadenas entre células bajo expetimentacion dielectroforética. A partit de la
polarizabilidad de las células, se ha determinado cémo la formacion de cadenas influye sobre la
frecuencia a la que ocurre la transicion entre la DEP positiva y la DEP negativa. Hasta donde
sabemos este es el primer estudio del efecto, a pesar de que es un fenémeno ampliamente conocido.
Los calculos teéticos muestran un buen acuerdo cualitativo y parcialmente cuantitativo con los
resultados experimentales obtenidos, por lo que la informacién aqui aportada puede resultar
especialmente atil para los protocolos en procesos de separacion de células basados en DEP, sobre
todo en casos de altas concentraciones celulares donde el nimero de cadenas inducidas puede
superar a las células que permanecen sin agregarse.

El siguiente paso a este estudio serfa complementarlo con la caracterizacién de las células-T
activadas para el desarrollo de su funcién inmunolégica. Sabiendo que la membrana de estas
células presenta diferencias estructurales y morfoldgicas respecto a las no activadas, el estudio
de uno y otro estado de la célula mediante la frecuencia £, dielectroforética
—pudiendo tener en cuenta mediante el andlisis teérico los efectos de desplazamiento de f,
como consecuencia de la formacién de cadenas— puede proporcionar informacion relevante
respecto a los cambios fisiologicos que acompafian a los eventos de sefalizacion y ayudar a la
diferenciacién y separacion de distintas subpoblaciones celulares en base a su funciones
bioldgicas.

Si bien se ha presentado en el trabajo una primera aproximaciéon a la inhomogeneidad superficial de
la célula por medio de un factor topografico del que nos hemos servido para analizar el
comportamiento de los linfocitos-T, ha quedado patente la necesidad de mejorar el modelo de la
célula mediante la introduccién de una geomettia irregular que simule su superficie. De esta manera,
la caracterizacién de la membrana de los linfocitos —y su posterior diferenciacion entre el estado
activado e inactivado y de la célula— a través de la frecuencia de cruce quedarfa reforzada por el
estudio teérico del comportamiento DEP de una particula de superficie rugosa. Una ampliacién del
estudio en este sentido se presenta en el capitulo siguiente de la tesis.
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Capitulo 6

SUPERFICIES CELULARES RUGOSAS
Y CAMPOS EM

En numerosas ocasiones las células bioldgicas presentan estructuras complejas a nivel superficial
debido a la presencia de microvellosidades, invaginaciones, bolsas, etc. La rugosidad resultante en la
superficie celular puede ser provocada al someter a la célula a estrés osmitico o determinados
tratamientos quimicos, siendo también en ocasiones una caracteristica propia de determinados tipos
celulares. Hasta el momento, los modelos celnlares empleados para el estudio numérico de la
interaccion entre el campo electromagnético y las bioparticulas, no incluian referencia alguna a la
rugosidad superficial. De este modo, la descripcion de los efectos del campo en estos casos quedaba
incompleta. En un primer acercamiento al problema, se han analizado las respuestas dieléctricas de
modelos bidimensionales de las particulas con superficies rugosas mediante el método de los elementos
de contorno, considerado diferentes morfologias por medio de una aproximacion sinusoidal a la
superficie y otra fractal. Asimismo, empleando el método de diferencias finitas, hemos analigado el
modelo tridimensional para una célula rugosa. Finalmente, se ha aplicado un modelo fractal para
completar el estudio de la caracterizacion de la membrana, presentado en el capitulo anterior, en el

caso de la interaccidn entre los linfocitos o células-T.



Capitulo 6 - Superficies celulares rugosas y campos EM

6.1. INTRODUCCION

Cuando se analizan imagenes de microscopia electrénica de distintas clases celulares es
facil observar en algunas de ellas la rugosidad de su capa mas externa, asi como de las
envolturas membranosas de determinados organulos celulares. Ademas, debido a la capacidad
de los organismos vivos para adaptarse al medio en el que se encuentran, éstos regulan el
volumen y configuracion de sus componentes. Asi, distintas células sanguineas, como los
eritrocitos o los linfocitos, cambian sus formas dependiendo de la tonicidad del medio,
presentando extensiones y pliegues en su membrana cuando se encuentran en soluciones
hiperténicas o isotonicas, mientras que en medios hipotdnicos suelen aumentar sus
dimensiones y alisar sus superficies. Igualmente, se sabe que la morfologia superficial de la
célula puede revelar su viabilidad o no viabilidad, o su estado patolégico, como ocurre en el
caso de células leucémicas o cancerosas. Por otra parte, la sobreestimacion obtenida de los
parametros eléctricos de la membrana como consecuencia de sus irregularidades
morfolégicas, no consideradas en los modelos dieléctricos previos, es indicio claro de la
necesidad de incluir tal caracteristica en el modelo. De este modo, a través de modelos que no
consideran la irregularidad de la superficie, los parametros obtenidos para la membrana deben
considerase como valores efectivos que caracterizan en promedio sus propiedades
dieléctricas.

A pesar de la importancia que tiene la inclusién de la estructura superficial en los modelos que
describen la respuesta eléctrica de las suspensiones celulares, los métodos computacionales no
siempre son capaces de integrarla en su modelo. El tratamiento de las superficies rugosas se
ha resuelto a frecuencias Opticas en base a los fendmenos de dispersiéon mediante la teorfa de
Kirchhoff, usando la aproximacién de plano tangente de modo que permite la aplicacion local
de las leyes de Fresnel (Caron ef o/ 2002). En cambio, para las frecuencias tipicas de
experimentacion espectroscopica o electrocinética, donde el tamano de los pliegues de la
rugosidad es comparable o mayor que la longitud de onda del campo, la incorporacién
detallada de la morfologia de las superficies dieléctricas supone un reto para las posibilidades
de los métodos computacionales existentes. De hecho, ésta es posiblemente la principal razén
por la que, a pesar de su obvio interés, no existen estudios en los que se hayan considerado
las superficies rugosas en los modelos de las particulas dieléctricas.

En este trabajo, a través de dos aproximaciones a la morfologia superficial de la célula, por
medio de dos planteamientos matematicos distintos —ondulaciones sinusoidales y geometria
fractal- se ha incorporado la rugosidad a los modelos para realizar el analisis de su respuesta
dieléctrica. La geometria fractal, introducida por Mandelbrot ya en la década de los ochenta
(Mandelbrot 1982), se ha convertido en una herramienta de gran utilidad para la investigacion
de numerosas estructuras dentro de los campos de la biologia y la medicina (Bordi ez a/ 1990;
Botdi e7 a/ 1993; Cross 1997; Heymans e# a/ 2000; Botdi e a/ 2002), debido a sus propiedades
de autosimilitud e invarianza bajo contraccién y expansion de multiples estructuras complejas.
La necesidad de cuantificar la irregularidad de las superficies de forma simple, hace también
que la geometria fractal sea muy adecuada para el analisis de las rugosidades superficiales: a
través de un unico parametro, la dimension fractal D, que es una cantidad no entera, puede
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obtenerse una descripcion global de la heterogeneidad del sistema analizado, que es, ademds,
invariante frente a los cambios dimensionales. En el dmbito citoldgico, la alta irregularidad de
la membrana celular, debida a la presencia de microvellosidades y protusiones, queda descrita
mediante este tipo de geometria. De hecho, la geometria fractal ha abierto una via mas para la
caracterizacion del estado funcional o patolégico de las células, realizada en ocasiones a través
del estudio de su rugosidad por medio de imagenes de microscopia electrénica. Asi se han
analizado las diferencias entre células sanas y cancerosas, determinando un rango de valores
para la dimensién fractal en funcién de su estado. Losa y su grupo extrajeron las dimensiones
fractales de linfocitos humanos en diversos estados, mediante un método probabilistico
aplicado a las imagenes microscépicas recogidas de los contornos celulares (Losa ez a/ 1992).
Determinaron una mayor dimensién fractal para los linfocitos sanos, de acuerdo con el
conocido hecho de que estas células sanas o en estado viable presentan una mayor rugosidad
que las células cancerosas o no viables. Anteriormente Bordi (1990) ya habia introducido la
geometria fractal para el analisis de las medidas de impedancia de suspensiones de eritrocitos
y linfocitos humanos, ampliando después el estudio de la rugosidad de los linfocitos en
condiciones fisiolégicas normales o sometidos a medios hipo e hiperténicos, de modo que
sus membranas presentaran distintos grados de complejidad superficial (Bordi e a/ 1993).

En este primer acercamiento al problema se han planteado algunos modelos para geometrias
en 2D, y los resultados se han interpretado usando métodos complementarios: el método
BEM estandar para el calculo del potencial electrostatico, y el método BEM para las cargas
inducidas en las interfases, ambos en aproximacion cuasiestatica. Ademas se ha empleado un
modelo en 3D que, con el método de elementos finitos, ha permitido completar este estudio
preliminar de la influencia de la rugosidad en la caracterizacion celular.

Sabiendo que la mayorfa de las superficies presentan cierto grado de rugosidad, la inclusién de
estructuras superficiales en los modelos que describen el comportamiento eléctrico puede
ayudar no sélo en la caracterizacién de las particulas en medidas de espectroscopia dieléctrica
y electrocinéticas, sino también en el disefio y desarrollo tecnoldgico de nuevas aplicaciones
en este campo o en campos relacionados, en el estudio de la ruptura dieléctrica de materiales
aislantes, en el desarrollo de condensadores con capacidades muy elevadas por medio de
superficies fractales, o en el estudio de las respuestas electroreolégicas de suspensiones de
particulas.

6.2. METODOLOGIA

La respuesta de la particula dieléctrica al campo externo se evalia a través la magnitud
compleja de la polarizabilidad &. Esta propiedad esta relacionada con el momento dipolar
inducido sobre la particula por medio de la expresion:

p=a(o)E 6.1)
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donde p es el momento dipolar efectivo de la particula, E=Eje™ es el campo eléctrico
externo aplicado, y @ la frecuencia angular del campo. Para llevar a cabo la evaluaciéon de la
polarizabilidad se han empleado los siguientes métodos.

6.2.1. METODO BEM PARA EL POTENCIAL CUASI-ESTATICO
Este método esta basado en la siguiente ecuacion integral

6‘ +8
Lgr) =4 (r)+(e,~ & >j pry 2 ay

6.2)

donde ¢ es el potencial eléctrico en un punto de la interfase dieléctrica entre los medios de
permitividad compleja, inmerso en un potencial externo ¢, extendiéndose la integral al
contorno de la interfase. G( r, ') es la funcién de Green definida por VG = 3(r, r'). Para
problemas en 2D, G(r, r') = In|r — r'| /27. La singularidad del punto r = r' ha sido integrada
y la integral en el segundo miembro de (6.2) se interpreta como el valor principal de Cauchy.
Esta formulacién puede extenderse facilmente a los casos de varias superficies dieléctricas.

La discretizacién del problema se ha tresuelto dividiendo el contorno en N sub-elementos de
longitud A4, transformando de esta manera la ecuacién (6.2) en un sistema algebraico de
ecuaciones. Los coeficientes 4;; se obtinen analiticamente mediante la expresion

4, j -[in[r-r'|] = [ g 63)

alr=r']

donde @ es el angulo subtendido por el elemento 7 desde el centro del elemento 7 El sistema
de ecuaciones para el calculo del potencial en los N puntos sobre el contorno se resuelve por
un método de triangulacion.

6.2.2.METODO BEM PARA LA DENSIDAD DE CARGA EN LAS
INTERFASES

Para determinado tipo de aplicaciones, especialmente las relacionadas con efectos
ponderomotrices provocados por campos electromagnéticos, se han demostrado en
anteriores capitulos las ventajas que presenta la formulacién del método de elementos de
contorno basado en la densidad de carga inducida en las interfases. La ecuacion integral
correspondiente para este caso es

5+8
LR = (5, — 8 )R, 1)+ (6, ¢ >j R0

dr' (6.4)

donde x () es la densidad de carga compleja en un punto r de la interfase dieléctrica y
Ko =& E;(r), con E;) la componente normal del campo eléctrico, apuntando desde el medio

7 al medio ;. El caracter complejo de la permitividad de cada medio, dependiente de las
magnitudes de su permitividad y conductividad reales, origina el caracter también complejo de
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las densidades superficiales de carga, en desfase con el campo aplicado. Como en la ecuacién
(6.2), 1a integral es interpretada en el sentido del valor principal de Cauchy. El cilculo analitico
de los coeficientes, al igual que en el caso anterior, permite una solucién numérica muy
precisa, superando la dificultad que representa la gran irregularidad del contorno.

6.2.3.METODO FEM PARA EL POTENCIAL INDUCIDO EN UNA
GEOMETRIA EN 3D

En el estudio realizado sobre particulas tridimensionales se ha recurrido a la técnica de los
elementos finitos, FEM, empleando el software ANSOFT (HFSS 1988), dado que no se
dispone, hasta el momento, de otro programa que lleve a cabo el mallado superficial de forma
eficiente en el caso de geometrias rugosas complejas.

Las ecuaciones de Maxwell se resuelven tras discretizar la geometria considerando elementos
tetraédricos. Se han introducido algunas mejoras para el calculo numérico de la distribucién
del campo en base a la conocida teoria de elementos finitos, tales como una implementacién
de las condiciones de contorno, de la regién de campo incidente, o los diversos tamafios del
mallado segin los distintos compartimentos celulares. De hecho, de la misma manera que se
hace empleando el método de los elementos de contorno, para poder cubrir la célula de
modo 6ptimo, se ha usado un mallado adaptativo a las dimensiones de las regiones celulares —
nanémetros para la membrana y micras para la region citoplasmatica— variando el tamafio del
tetraedro. Una vez realizado un primer mallado, a través de los resultados obtenidos, se
identifican las regiones de mayor intensidad de campo y gradiente de campo, para hacer
posteriormente un refinamiento del mallado en las regiones que asi lo requieran. Por tanto,
para obtener un resultado correcto de la intensidad del campo E inducido en la membrana, el
nimero de tetraedros en esta regién ha sido considerablemente mayor —del orden de 28500
unidades— que el empleado para cubrir la region del citoplasma —del orden de 8000—. El valor
del campo eléctrico en los puntos dentro de cada tetraedro se obtiene por interpolacién a
partir de los valores en los vértices del tetraedro. Para lograr una descripcién precisa del
campo, la regiéon ocupada por cada tetraedro debe ser lo suficientemente pequefia para poder
interpolar el campo desde los valores nodales. La precision de esta técnica esta condicionada
por el tamafio mas pequefio de los elementos de la malla. El dominio computacional se ha
limitado estableciendo una regiéon de campo, en la que la célula se encuentra sumergida
(medio externo), rodeada por condiciones de contorno absorbentes. Tales condiciones,
establecidas segun la técnica Perfectly Matched Layers o PML (Berenger 1994), consisten en
capas absorbentes de espesor finito, perfectamente adaptadas para cualquier onda plana que
incide sobre ellas con un angulo, polarizacion y frecuencia atbitrarios. La ecuacién matricial
resultante para los valores del campo en los nodos se resuelve mediante un método iterativo,
dando por valida una soluciéon cuando cumple un criterio de convergencia. Para todo el
analisis se ha establecido que el error limite de la convergencia ha de ser menor que 10-.
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de los efectos de la rugosidad superficial en una particula se ha llevado a cabo
suponiendo un campo eléctrico aplicado de 1 V/m a 100 kHz, frecuencia a la que la respuesta
celular es fuertemente dependiente de las caracteristicas de la membrana. Tanto en el caso de
la rugosidad sinusoidal como en la fractal, las superficies se han caracterizado por los valores
cuadraticos medios de anchura y profundidad correspondientes.

6.3.1.MODELO SINUSOIDAL DE LA RUGOSIDAD CELULAR

La primera aproximacién al problema consiste en hallar la polarizabilidad de un objeto
circular dieléctrico en 2D sometido a un campo eléctrico, y que representa el caso de objetos
cilindricos de gran longitud en un campo aplicado perpendicularmente a su eje. Un primer
analisis de la influencia que tiene la rugosidad superficial en una particula sometida a un
campo eléctrico, aparece en la Figura 6.1. El estudio se ha realizado en base al calculo
comparativo de la carga superficial y el potencial inducidos sobre la interfase particula-medio
externo, en los casos de una superficie rugosa y otra lisa. Para ello se ha escogido una
particula sin pérdidas de radio @ =1 um, permitividad & = 10g ene vacio. Aunque el numero
de ondulaciones considerado sea bajo -N = 10 ondulaciones— en la figura 6.1 se ve cémo la
densidad de carga inducida x y el potencial ¢, en (a) y (b) respectivamente, siguen las
vatiaciones del perfil ondulado a lo largo de los # puntos de la superficie. Para este calculo se
ha considerado que la profundidad de la rugosidad, dada por el parametro 4, es veinte veces
menor que el radio . La dependencia que presenta el comportamiento eléctrico de la
particula respecto a la profundidad /4 de la rugosidad superficial, se ha estudiado a través de su
polarizabilidad bajo el campo externo.
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Figura 6.1. (a) Densidad de carga y (b) potencial inducidos a lo largo de # puntos de una
supertficie lisa o con Np = 10 ondulaciones de una particula dieléctrica de permitividad
& =10g sometida a un campo de 1 V/m. La razén fijada entre el radio « de la patticula y
la profundidad / de las ondulacione supetficiales es 2/h = 20.
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En la Figura 6.2 se muestra el resultado de la polarizabilidad transversal por unidad de
longitud de esta particula cilindrica, considerando dos situaciones distintas segun el nimero
caracteristico de ondulaciones, Ni, que suponemos sobre su superficie rugosa extendida a lo
largo de toda el area cilindrica.
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Figura 6.2. Polarizabilidad transversal por unidad de longitud a de un cilindro circular con
supetficie rugosa sinusoidal en funcién de @/h. La permitividad del cilindro de radio
a=1pm es &= 10&, y Ny el nimero de ondulaciones de la superficie.

En la misma figura se representa esquematicamente la particula con los parametros
implicados en el problema. A partir de las curvas obtenidas se observa cémo, para un
determinado grado de rugosidad superficial, la polarizabilidad de la particula aumenta con la
profundidad de las invaginaciones, 4. Asimismo, la presencia de un mayor nimero de
irregularidades Nr. en la superficie supone también una mayor polarizabilidad de la particula.
Cuando la rugosidad de las particulas se hace muy pequefia, aproximandose a una supetficie
lisa, su polarizabilidad tiende a igualarse en todos los casos.

El siguiente paso del analisis bidimensional consiste en considerar los efectos de la rugosidad
en la superficie de la capa que envuelve a una particula, ajustando el modelo a la estructura de
una célula biolégica tipica. De este modo, mediante la caracterizaciéon de la membrana celular
como una superficie rugosa, se realiza una primera aproximacién a la envoltura compleja de la
célula. El modelo celular empleado para el calculo sigue siendo la particula de una micra de
radio, rodeada ahora de una capa ondulada —la membrana— de 10 nm de espesor. Todos los
resultados de este trabajo se han obtenido empleando valores tipicos para las propiedades
eléctricas de las regiones implicadas en el problema. En la Tabla 6.1 aparecen los parametros
eléctricos para la membrana no conductora y el medio interno altamente polarizable, asi
como los del medio externo. La polarizabilidad de una bioparticula rodeada por una
membrana, caracterizada por los parametros anteriores y obtenida en funciéon de la
profundidad relativa de la rugosidad, /4, se muestra en la Figura 6.3
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&/€ o (S/m)

Citoplasma 50 0.5
Membrana (8 =10 nm) 10 106
Medio externo 80 1.5-10e3

Tabla 6.1. Parametros dieléctricos para los distintos medios intra y extracelulares.
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Figura 6.3. Variacion de la polarizabilidad por unidad de longitud de una particula rodeada

de una capa sinusoidal en funcién de la razén a/4; el nimero de ondulaciones supetficiales
es N = 80.

Del comportamiento resultante mostrado en la curva, cabe sefialar una zona de inflexién que
presenta la polarizabilidad de la particula cuando la tazén 4/ alcanza un valor intermedio en
el rango de valores considerados. Es probable que dicho comportamiento sea debido a la
correlacion entre las cargas inducidas sobre pliegues contiguos.

6.3.2.MODELO FRACTAL DE LA RUGOSIDAD CELULAR

La siguiente aproximaciéon a la superficie celular se ha realizado mediante la geometria
fractal. La topografia de una superficie fractal para el modelo de la célula se ha generado
empleando una versién modificada de la funcién Weierstrass-Mandelbrot cuya expresién para
el perfil rugoso f(r) viene dada por (Yan y Komvopoulos 1998)

Flr)= Z b 1=kcos(b"r+ )] 6.5)

”:_”mﬂx

donde 4 es un factor multiplicativo —con un valor tipico entre 1.1 y 3—, @ es una fase generada
aleatoriamente, D es la dimensién fractal —con valores entre 1 y 2—y k es un factor de forma
usado para modificar el perfil.

La respuesta dieléctrica de una célula con supetficie fractal ha sido analizada mediante el
BEM para la carga inducida sobre su superficie. El resultado promediado de la polarizabilidad
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obtenida para cinco fases ¢ aleatorias diferentes y una topografia tipica de membrana, se
muestra en la Figura 6.4. La variable 4 es el valor medio de la profundidad de la rugosidad.
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Figura 6.4. Variacién de la polarizabilidad por unidad de longitud como funcién de a/b
realizado para una particula rodeada de una membrana generada por fractales y
caracterizada por una dimension fractal D = 1.5, y un factor de forma £ = 1.9

Al igual que en el caso de la topografia sinusoidal, la presencia de la capa rugosa determina
una tendencia creciente de la polarizabilidad a medida que la profundidad de los pliegues se
acentda. En cambio, ahora la aleatoriedad de la superficie fractal atenua los posibles efectos
de correlacion entre las cargas, proporcionando un crecimiento monétono de la
polarizabilidad respecto a la rugosidad superficial.

6.3.3.MODELOS TRIDIMENSIONALES

Un paso mas en el estudio de la rugosidad superficial de las células se ha realizado
considerando modelos en 3D. A partit de estos, se ha querido obtener un mejor
conocimiento del estado fisiolégico de las particulas bioldgicas bajo experimentacion
electrocinética, evaluando para ello los cambios inducidos en el potencial transmembrana. Se
ha considerado una célula esférica con una capa de morfologia rugosa —manteniendo las
dimensiones previamente consideradas del radio de 1 pm y el espesor de la membrana de 10
nm-— que sepatra el medio interno celular o citoplasma del medio externo en el que se supone
suspendida la célula. Cada una de las distintas regiones del problema se caracterizan por los
parametros dieléctricos de la Tabla 6.1. Como se ha realizado con anterioridad, se consideran
distintos numeros de protuberancias —Np. = 20, 30 y 40— a lo largo de la superficie celular. La
geometria del modelo en 3D de la célula sobre la que se ha efectuado el estudio aparece
representada en la Figura 6.5 (a). Como se observa, este modelo geométrico resulta muy
adecuado para el analisis del comportamiento de los equinocitos, cuya imagen microscopica
se muestra la Figura 6.5 (b). El equinocito es una forma alterada del glébulo rojo que puede
detectarse en la sangre de individuos con insuficiencia renal, anemia y deshidrataciones
graves, o bien en las muestras sanguineas normales por cambio de pH, o bajas temperaturas.
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@) ()

Figura 6.5 (a) Modelo en 3D de una célula con rugosidad en su supetficie; (b) Fotografia
microscopica (100x), de un glébulo rojo de geometria esférica con espiculas repartidas a lo
largo de su membrana.

Los resultados obtenidos para el potencial promedio inducido sobre los diferentes modelos
tridimensionales estan recogidos en la Tabla 6.2. El valor mas alto del potencial eléctrico
inducido se ha obtenido para el modelo de superficie lisa (N, = 0), de acuerdo con el
resultado previo del estudio bidimensional mostrado en la figura 6.2, donde se comparaba el
potencial de una particula con superficie lisa y otra rugosa. Este resultado podtia ser
considerado para futuros estudios sobre la estabilidad de los equinocitos sometidos a un campo
electromagnético en base al valor minimo de la energfa total —elastica mas electromagnética— de
su membrana, mediante calculos analogos a los planteados en el estudio de los eritrocitos,
resefiado en el capitulo 5.

N. PTM @v)
0 60
20 28
30 24
40 20

Tabla 6.2. Potencial transmembrana promedio, PTM, inducido sobre una célula con un
total de Np, protuberancias localizadas a lo largo de la superficie celular. El calculo se
realiza para el modelo 3D, aplicando un campo eléctrico de intensidad de 1 V/m.

Figura 6.6. Campo eléctrico
inducido sobre una espicula del modelo
tridimensional correspondiente a un
equinocito con Np = 64. El campo
externo, que se aplica en direccion
normal a la espicula en su punto mas
alto, tiene una intensidad de 1 V/m.
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Finalmente se presenta el campo eléctrico inducido sobre una de estas espiculas y su entorno,
en el caso de un equinocito que presenta Ni. = 64 protuberancias en su superficie. La espicula
analizada esta situada en el punto mds alto de la geometria modelada, siendo por ello sobre la
que se induce el maximo de campo cuando este se aplica normalmente a ésta. Como puede
observarse en la Figura 6.6, el campo inducido es maximo en el extremo superior de la
espicula, disminuyendo su valor de manera progresiva a medida que nos acercamos a la
superficie lisa de la célula, de acuerdo con los valores obtenidos para el potencial inducido.

6.3.4.APLICACION DEL MODELO FRACTAL PARA EL ANALISIS
DE LA INTERACCION ENTRE CELULAS

Con la introduccién de la dimensién fractal para el estudio de la interaccién del campo
eléctrico con células de superficies rugosas, se han analizado nuevamente los resultados
presentados en el capitulo anterior, referentes a la agregacién de linfocitos-T. Conocida la
rugosidad de las células T-Jurkat, alli se contrastaron los resultados experimentales y la
estimacion tedrica de la frecuencia de cruce f, tras la introduccion del parametro topografico
@, que suponia Gnicamente un aumento de la capacidad de la membrana debido a su mayor
extension. A través de f, se pretende realizar la caracterizacién de la membrana celular para,
finalmente, poder inducir a partir de ésta la informacion relativa a los cambios fisiologicos
que puedan darse, como consecuencia de los eventos de sefializacién transmembrana
asociados a la activacion de esta célula del sistema inmunitatio.

Hasta este punto se ha visto cémo la rugosidad de una particula bajo un campo eléctrico
implica una mayor polarizabilidad inducida en la misma. Este mismo resultado se obtuvo en
el analisis realizado con el factor topografico. Pero este modelo fallaba al predecir las
frecuencias f, de las particulas encadenadas, ya que sobreestimaba el desplazamiento de la
frecuencia a medida que el nimero de particulas agregadas aumentaba.

Al introducir la geometria fractal en el modelo de una particula dieléctrica, hemos adoptado la
expresion que Bordi (Bordi ef @/ 1993) propuso para la admitancia supetficial ¥, de modo que
el comportamiento eléctrico de la membrana celular se describe, no sélo por los parametros
permitividad & y conductividad o, hasta ahora empleados, sino también por otros que
incluyen ademas las propiedades de la geometria fractal de la capa que rodea a la particula. La
expresion de la admitancia viene dada por

Y=my” (6.6)

donde y = G +iaC es la admitancia por unidad real de superficie y 7 es un factor que depende
de la geometria de la particula y de la conductividad del medio en el que se encuentra
suspendida. C y G son la capacitancia y conductancia por unidad de area, cuyas expresiones,
para el caso de la membrana, son

C=¢,6,/0 (6.7)
G=o0,/0 (6.8)
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con J el espesor de la membrana. El parametro f, segun el modelo de Bordi, da una medida
de la irregularidad de la supetficie por medio de la dimensién fractal D, segin la relacién

B=1/(D-1) 6.9)

De este modo, una superficie rugosa tiene un comportamiento intermedio entre una
supetficie lisa (8 =1, D=2) y otra porosa (f=1/2, D= 3). Adoptados estos parimetros y
considerando la membrana fractal de un espesor aparente &, la permitividad equivalente de esta
capa esta ahora dada por

RS B R
g(a))—é'o{ [5 a)é‘j} (6.10)

Dado que las caracteristicas fractales sélo se encuentran en la membrana citoplasmatica de los
linfocitos, y que en el rango de frecuencias bajo estudio la respuesta de la célula depende
fuertemente de las propiedades de la membrana, en el modelo hemos obviado la presencia del
nucleo y de la membrana que lo rodea. Llevando la expresion (6.10) al modelo del linfocito-T,
se han calculado las frecuencias de cruce correspondientes a cada una de las formaciones
lineales, tomando los parametros dieléctricos que se emplearon en el capitulo antetior, y
variando los parametros fractales hasta ajustar los valores experimentales. Los resultados se
muestran en la Figura 6.7 donde, suponiendo el radio medio experimental de cada formacién
celular —que varfa entre 3.4 y 3.5 um-— los parametros que describen la geometria fractal de las
células han tomado los valores D =2.32, con lo que = 0.75,y &= 0.2 pm.

T T T T T T T
600 E
500+ ° f;U experimental 7
+fxo tedrico:
4004 E
N D=232, §=02pum
=z
<=, 300+ E
g
200+ E
100 + B
O T T T T T T T

n° células

Figura 6.7. Frecuencias de cruce f, para las cadenas celulares de linfocitos-T obtenidas

segin el modelo fractal para la membrana de espesor aparente &= 0.2 pm y dimensién
fractal D = 2.32. Sombreadas aparecen los valores obtenidos para las f,, de acuerdo con el
pardmetro topografico introducido en el capitulo 5.
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La dimensién D es de un valor muy préximo al de D = 2.30, deducido por Bordi a través del
analisis fractal de los datos extraidos de las medidas de impedancia de suspensiones de
linfocitos, en base a la teorfa de Maxwell-Wagner para una particula de una sola capa. Segiun
las indicaciones de su modelo, el valor de f cortesponderia a una rugosidad media de la
particula. El espesor aparente & —que da una idea de la extensién de las protusiones en la
membrana— representa un 5.8% del valor del radio celular, frente al 0.1% que representa el
espesor real de la membrana 6 = 4.5 nm.

Como puede observarse en dicha figura, conforme a los parametros del modelo fractal, las
frecuencias de cruce estimadas estin mas cerca de los valores experimentales observados, si
bien tal acuerdo es mayor justamente para los casos de formaciones de mas de 3 células. En la
grafica se muestran al mismo tiempo los resultados de las frecuencias de cruce obtenidas en el
capitulo anterior tras la introduccién del pardmetro topogrifico, como medio de
cuantificacién del aumento de la capacidad de la membrana debido a la presencia de pliegues.
A través de éstos, la rugosidad de los linfocitos se evalué por medio de un factor topografico
®=2.2, acorde con el valor referenciado en la literatura (Pethig ez o/ 2002), que sin embargo
era aceptable Unicamente para extraer las frecuencias de cruce de la particula aislada y losdobletes.
En cambio, una vez introducida la rugosidad de la membrana en el modelo de la célula, las
frecuencias f, obtenidas muestran un muy buen acuerdo con los resultados observados
experimentalmente. Este hecho demuestra la conveniencia de incluir una descripcién mas
realista de la membrana celular, insuficientemente considerada a través del parametro
topografico de la superficie, sobre todo para el andlisis de la interaccion membrana-
membrana que se produce en los efectos de encadenamiento o pearl-chaining.

6.4. CONCLUSIONES

En este estudio preliminar de la influencia de la inhomogeneidad de las superficies en la
respuesta al campo de las particulas dieléctricas, se ha visto la importancia de la inclusién de
tales caracteristicas en el modelo de la célula. Las dos aproximaciones al problema —
superficies de geometria sinusoidal y fractal- han proporcionado una idea clara de la mayor
polarizabilidad que posee una particula rugosa respecto a otra lisa.

El primer contacto con el problema a través de la rugosidad vista en el corte transversal de
una corteza cilindrica dieléctrica, tanto en el caso de la respuesta eléctrica obtenida mediante
el potencial como en la obtenida en base a la carga inducida en las interfases, proporcionaba
un perfil siguiendo la topografia de la superficie. Como consecuencia de la rugosidad
superficial se ha visto que la polarizabilidad es, en general, potenciada tanto por la
profundidad de los pliegues como por el numero de ellos. A continuacion, el problema en 2D
consideraba la particula rodeada de una capa caracterizada por las dos aproximaciones
matematicas introducidas. Se ha visto que la tendencia del comportamiento eléctrico
encontrada segun los analisis sinusoidal y fractal es similar, excepto en la regién de rugosidad
intermedia, donde la polarizabilidad de la particula con protusiones sinusoidales es menor
debido probablemente a las correlaciones en las cargas inducidas en ondulaciones proximas.
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Completando el problema al tratar el modelo de la célula rugosa en 3D, ha podido analizarse
el comportamiento eléctrico de un equinocito a través del calculo del potencial
transmembrana y del campo eléctrico inducido por el campo externo alrededor de una las
espiculas de su superficie. Los resultados muestran la tendencia ya marcada por los estudios
en 2D, con un TMP que disminuye al aumentar el nimero de protuberancias en la superficie,
y un campo eléctrico inducido que es maximo en los extremos de tales protuberancias. Este
estudio puede aportar nuevas posibilidades en el conocimiento de las propiedades fisicas de la
membrana cuando se observan los cambios conformacionales de los glébulos rojos en
diversas condiciones patolégicas o simplemente en los estados de agregacién celular. Ademds,
podtia explicar el elevado valor de la capacidad especifica de la membrana celular observada
por electrorotacién en determinadas células con morfologias complejas, y que es mayor que el
valor tipico de 10 mF/m?2

Finalmente, hemos aplicado la descripcion fractal para estimar por medio de la frecuencia de
cruce las propiedades dieléctricas de la membrana, cuando los linfocitos interaccionan
formando cadenas durante la experimentacién dielectroforética. Mediante la geometria fractal
hemos conseguido caracterizar la complejidad de la membrana, estimando su dimensién
fractal y su espesor aparente. Por otra parte, la inclusién del modelo en el estudio de las
frecuencias de cruce en agregados de linfocitos ha permitido mejorar la estimacién del
desplazamiento observado de dicha frecuencia, respecto al estudio realizado previamente en
el que se consider6 una mayor capacidad de la membrana por medio de un factor
topografico. Esto demuestra la importancia que tiene incluir las caracteristicas morfoldgicas
de la membrana en el modelo empleado para su caracterizaciéon, mas aun cuando a partir de
ésta se pretende indagar en la fisiologia o estado de la célula.

Aunque el estudio requiera posteriores avances, los resultados obtenidos muestran que el
método desarrollado es valido para incluir la descripcion fractal de las superficies en los
modelos celulares, y ayudar asi a profundizar en el estudio estructural de la membrana y de
sus posibles transformaciones, muchas veces ligadas con estados patologicos.
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CONCLUSIONS
AND

CONTRIBUTIONS

This thesis sets out a numerical technigue that allows defining and solving dielectric models for
DEP experiments for biomedical purposes. The method developed is suitable for any geometrical
shape and structure of biological cells, in contrast to the wusual models, which rely on spherical
geometries or on existing symmetries that allow the use of simplified analytical techniques.

We also present the results obtained from several dielectrophoretic experiments that have been
analysed through the proposed numerical method, in an attempt to provide a better understanding of
the relationship between the dielectric behaviour and the physiological state of biological cells
undergoing dielectrophoresis.

The reliability of the method was established in the early stages of its development, and therefore it
was applied to the cases of interest. The dielectrophoretic bebavionr of a variety of bioparticles —
bacteria and blood cells in both healthy/ active/ viable or sickly/non active/ non viable states— has
been studied overcoming some limitations characteristic of the analytical solutions of the problem.

The modified Boundary Element Method (BEM) technique that we have used provides, besides
the superficial induced charge over the particle, a direct computation of other magnitudes of interest
such as, for example, the equivalent polarizability of the particle and the induced transmembrane
potential.

The proposed BE method does not require great computational resources, since only the surfaces are
discretized, which is done without any polynomial approximation. This is in sharp contrast with the
resources required for the dense grids of the whole volume in traditional finite difference (FDM) or
finite element methods (FEM).

As a first application of the BE method, we have considered the numerical design of electrodes in
order to simulate the best conditions for the experimental devices to collect particles under the
dielectrophoretic effect. The possibility of studying different electrode configurations under mixed
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boundary conditions, as well as the incorporation into the analysis of characteristics such as the height
of the chamber, the thickness of the electrodes and their dielectric coating, has shown the versatility of
our method. Consequently, very wuseful information is presented about the field and DEP forces
created by the microelectrode chamber that we have designed and used. These first results provide an
appropriate ground for the experiments that followed.

The evaluation of the dielectrophoretic processes with the aid of our model allows for a more
accurate characterization of biological cells, since it incorporates a better modelization of the complex
morphology of the real cells. This characterization is performed without paying a high cost on
computational resources, and with the only restriction that modelized shapes must be axisymmetric.

We have shown the potential of dielectrophoresis for detecting differences between the two species
into which bacteria are usnally classified: gram-positive and gram-negative bacteria. The different
cellular compartments of Staph. aurens and E. coli —as gram-positive and negative bacteria
respectively— have been dielectrically characterized; moreover, the relations with some of their
physiological properties, such as the ionic content of the cytoplasm or the pathogenity of the species,
have been obtained.

Dielectrophoresis can become a complementary technigue to the gram staining method, which is
commonly used to differentiate between the tipes of bacteria on the basis of their cell wall morphology.
Gram identification —that assists in the reduction of world-wide antibiotic resistance— is a time
consuming task, and often some bacteria of medical importance do not stain effectively. An improved
and automated methodology based on the dielectrophoretic characterization for gram classification
conld aid in improving laboratory diagnosis.

The potential applications of dielectrophoretic techniques in the microbiological domain also
extend to the action of antibiotics. One of the main objectives of our studies in this area was the
development of a rapid antibiotic susceptibility test using dielectrophoresis. Despite the fact that we
couldn’t achieve this goal so far —the experimental conditions were not appropriate for the antibiotic to
properly excert its action over the bacteria—, it has been possible to extract some information about the
bebaviour of E. coli suspended in aqueons solution with several doses of ampicillin. The dielectric
model has provided interesting results supported by physiological characteristics of the bacteria. This
study opens the way for further research on the feasibility of antibiotic susceptibility testing based on
DEP.

Our method conld also mean an important advance since it also allows modelling interactions
effects between cells that take into account the influence of their shapes; this is an improvement over
the usual theoretical treatments, based on dipole-dipole interactions, without considering multipolar
effects, and therefore underestimating the interaction forces between particles when they come closer.

Next, we focus our attention on the study of the rounlean formation under an electric field of 1.8
GHz, —one of the carvier frequencies employed in mobile phone devices, from an energetic point of
view. We must point ont that, under normal conditions of exposure to the electromagnetic field, the

144 -



Conclusions and contributions

aggregation effects are negligible and, therefore, no cell damage is detected becanse of increased forces
between them. Only in unusual cases of great field intensities conld the electrical energy involve some
risk.

Turning now to the hymphocyte pearl-chaining effect, the theoretical estimation of changes on the
characteristic crossover frequency cansed by the chain formation shows a good agreement with
experimental results, providing wuseful information for protocol processes of separation of particles
based on DEP. However, the final goal of this study —the differentiation between active and non-
active lymphocytes, that is, between lymphocytes ready to exert their immunological function and those
who are not— needs further work.

One aspect in the improvement of the analysis of the pearl-chaining effect is the consideration of
the morphological properties of the external membrane, often presenting folds, and not considered in
previous works on the subject. Taking into account two surface models for the cells —sinusoidal
approach and fractal geometry— our method has been extended to get further insight into the influence
of surface morphology on relevant electrical parameters and on the process of the formation of pearl-
chains when particles come closer.

It turns out that both the potential and the induced charge experience changes following the
surface topography, and the polarizability is, in general, markedly enhanced as the roughness height
increases. The trends for sinusoidal and fractal topography are similar, except in the region of
intermediate roughness height, where the polarizability for the sinusoidal case is lower, probably due
to correlations in the induced charges on neighbouring undulations.

Using a 3D model for an echinocyte —an altered shape of erythrocyte— we have studied the
influence of the spicules on the induced transmembrane potential, and analyzed the electric field
induced over one of theses needle-like structures. The results shows that, on the one hand, the induced
TMP decreases for a growing number of protuberances, and, on the other hand, the induced field
gradually rises from the flat cell surface to the top of the spicule, reaching a maximum there.

These studies conld explain the high specific capacitance of cells with complex surface morphology
derived from electrorotation (ER) data, greater than the typical cell membrane value of 10 mF/nf'.
Even when this is an initial treatment of the roughness problem, it represents a step into the
comprehension of the electrical behaviour of erythrocyte pathological shapes, or the changes in the
membrane morphology associated to activation in tmmunological cells.

Incorporating the fractal geometry in onr cell model for the lymphocytes, the calenlated crossover
frequencies for the chains formed are closer to the experimental results. In this way, the developed
method is potentially useful for gaining a deeper comprebension of the structural and dielectric
bebaviour of the membrane, usually related to pathologic or abnormal states of the cells.

Finally, we propose to extend the application of dielectrophoretic techniques to the antibiotic
assessment in collaboration with microbiologists in this field. The DEP characterization of
lymphocyte membranes in active state is also one of the open research lines, with interesting biomedical
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implications in the fight against the VIH or other immunological diseases. In addition, a further
comprehension of biological membranes is pursuit through a mixed technique combining the
dielectrophoresis with optical tweezers, in an initiated collaboration with the University of Medicine
Carol Davila of Bucharest. The planned work consists in the study of electrodeformation by DEP
Sorces of cells trapped in a laser beam projected perpendicularly to the electrode plane. Thus,
interpreting this effect with a convenient model, we counld extract relevant information about
membrane fluidity and hence, get a better fnowledge about its relationship with the physiological state
of the cells.
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