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Resumen

Los microsistemas para anélisis o laboratorios montados en un microdispositivo estdn tomando cada vez mayor
importancia en el campo de las bioseparaciones. Estos microsistemas pueden realizar todas las funciones de un
equipo de laboratorio convencional, con las ventajas de realizar el andlisis mas rapido, requerir menos muestra y
ser portatiles. Existe un interés creciente en el desarrollo de técnicas de bioseparaciéon aplicables en microescala.
Entre las técnicas més utilizadas en microescala se encuentra la dielectroforesis. La dielectrophoresis consiste en
el movimiento de particulas, resultado de la polarizacién inducida por campos eléctricos no uniformes. Es un
método de respuesta rapida con selectividad suficiente para la manipulacién y separacién de bioparticulas, tales
como microorganismos y biomoléculas (proteinas y ADN).

Debido a la gran importancia de las proteinas en los procesos biotecnolégicos y farmacéuticos, este articulo
presenta un anélisis de los avances alcanzados en procesos de separacién, concentracién y purificacién de proteinas
empleando la técnica de dielectroforesis en microdispositivos. Se incluyen los logros obtenidos por importantes
grupos de investigacién alrededor del mundo en el uso de esta técnica en microescala para la manipulacién de
particulas de proteinas. Se seleccionaron estratégicamente importantes grupos de investigacién y sus resultados
con el objetivo de mostrar al lector el panorama sobre el estado del arte en el empleo de la técnica de dielectroforesis
para la manipulacién y concentracién de proteinas en microdispositivos.
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Abstract

Microanalytical systems or lab-on-a-chip devices are becoming more important in the field of bioseparations. These
microsystems are able to handle the same tasks as conventional lab equipments with the advantages of faster analysis
time, requiring less sample and being portable. There is a growing interest on the development of bioseparation
techniques applicable at microscale. Dielectrophoresis (DEP) is among the most used microscale techniques. DEP
is the movement of particles as result of polarization effects due to nonuniform electric fields. DEP is a fast response
method, with enough selectivity for the manipulation and separation of bioparticles such as microorganisms and
macromolecules (proteins and DNA).

Due to the importance of proteins in biotechnological and pharmaceutical processes, this article presents an
analysis of the advances in the area of separation, concentration and purification processes of proteins, employing
the technique of dielectrophoresis at microscale. The findings of important research groups around the world
are included in the use of this microscale technique for protein manipulation. Important research groups were
strategically selected with the objective of providing the reader with an overview on the state of the art on the
utilization of dielectrophoresis for the manipulation and concentration of protein in microdevices.
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1 Introduccion

El  término laboratorio montado en un
microdispositivo (lab-on-a-chip por sus siglas
en inglés) se refiere a microsistemas que son
capaces de realizar las funciones de uno o varios
equipos de laboratorio de tamano convencional
(Whitesides, 2006). Los microsistemas ofrecen
atractivas ventajas tales tiempos de proceso
cortos y menor consumo de muestra y reactivos,
lo cual es sumamente importante cuando se
estan analizando productos biolégicos de alto
valor agregado. La miniaturizacién favorece
la automatizacion, por lo que el empleo de
microsistemas disminuye significativamente los
requerimientos de mano de obra calificada, y
por tanto los andlisis tienen menor costo que
los realizados por los equipos de laboratorio
convencionales. En los microsistemas una
corriente de fluido, en lugar de la mano humana,
es la encargada del transporte de la muestra
hacia los distintos pasos de un proceso, donde
se manejan volimenes en el rango de microlitros
y tiempos de proceso en rangos de segundos.
Estas microtecnologias para analisis han tenido
un crecimiento acelerado en la ultima década
con un numero creciente de congresos y revistas
cientificas dedicadas a esta area. Este campo de
la ciencia, que tiene como objetivo el desarrollo
de laboratorios portatiles, seguird en crecimiento
acelerado, ya que son inagotables el numero
de aplicaciones posibles. Las aplicaciones
potenciales van desde dispositivos para andlisis
clinicos que podrian utilizarse en hospitales o
para brindar atencién médica rapida en zonas
de desastres; hasta analizadores en linea que
permitan monitorear en tiempo real proceso
de produccién de alimentos y farmacos, etc.
(Washizu, 2005; Lapizco-Encinas, 2008).

Las proteinas tienen una gran importancia en
la industria biofarmacéutica, por lo que existe
un creciente interés en el desarrollo de técnicas
de identificacién y purificacién de proteinas con
aplicaciones en medicina.  En particular, se
busca mejorar los procesos empleados para la
purificacién de proteinas. El costo de los
biofarmacos es generalmente elevado, lo que los
hace poco accesibles a una gran parte de la
poblacién. Este elevado costo se debe en su mayor
parte a los bajos rendimientos y altas pérdidas que
se tienen en los procesos de purificaciéon que se
utilizan actualmente en la industria. El desarrollo
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Fig. 1: Representaciéon esquematica de
una particula neutra expuesta a un campo
eléctrico no homogéneo, incluyendo la direccién
del movimiento para dielectroforesis positiva y
dielectroforesis negativa.

de un método de purificacion de proteinas,
eficiente y econémico, generaria una reduccién en
el costo total de los biofarmacos, haciéndolos mas
accesibles para la poblacién en general (Kang y
col., 2008a).

Algunos de los métodos de separacién y
purificacién empleados para purificar proteinas
son dielectroforesis, electroforesis, cromatografia,
filtracién con membranas y sistemas de dos fases
acuosas. De éstas técnicas, la dielectroforesis
es la que posee un mayor potencial para ser
usada en microdispositivos (Hughes, 2002). La
dielectroforesis es un fenémeno que solo ocurre
en presencia de campos eléctricos no homogéneo,
y se ocasiona por efectos de polarizacién.
Cuando una particula se encuentre expuesta a
un campo no homogéneo, las cargas dentro de
la particula tendran un desbalance, que inducira
un movimiento en la particula. La particula
puede ser atraida (dielectroforesis positiva) o
repelida (dielectroforesis negativa) de la regién
donde el campo eléctrico tenga un mayor gradiente
o cambio (Hughes, 2002; Ozuna-Chacén y col.,
2007). La Fig. 1 muestra una representacién
sencilla y esquematica de dielectroforesis, donde
un campo eléctrico no-homogéneo fue generado
utilizando dos electrodos de distinta geometria.
Una particula neutra es expuesta a este campo, y
el desbalance de carga ocurre, lo que ocasiona que
la particula neutra se mueva dentro del campo, ya
sea con dielectroforesis positiva o negativa.

Existen dos maneras principales para generar
un campo eléctrico no homogéneo, y son
empleando un arreglo de electrodos o un arreglo
de estructuras aisladoras. La mayoria de los
estudios de investigacion sobre dielectroforesis han
utilizado arreglos de microelectrodos (Hughes,
2002; Lapizco-Encinas y Rito-Palomares, 2007).
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En el presente articulo se incluyen estudios de
ambos tipos de dielectroforesis.

A continuacién, de manera breve se describe
la teoria de dielectroforesis. La fuerza
dielectroforética ejercida sobre la particula esférica
se define como:

FDEF = 27T€m7’p3‘fCMVE2 (1)

donde ¢,, es la permitividad del medio de
suspensién, 7, es el radio de la particula, E es
la magnitud del campo eléctrico aplicado, y four
es el factor de Clausius-Mossotti (CM) o factor de
polarizacién, el cual se define como:

=2 )

op + 20,

donde o, y 0, son las conductividades complejas
de la particula y del medio respectivamente.
Como puede observarse en la Ec. (1),
los parametros que mayormente afectan la
fuerza dielectroforética son: el tamano de
la particula, las propiedades dieléctricas de
la particula y del medio de suspensién, y
la magnitud y gradiente del campo eléctrico
aplicado. La manipulacion dielectroforética de
particulas puede optimizarse modificando las
condiciones de operacién, como las caracteristicas
del medio de suspension y la distribucion del
campo eléctrico, convirtiendo a la dielectroforesis
en un método de separaciéon atractivo para
la separacién y manipulacién de una gran
variedad de bioparticulas, desde macromoléculas
hasta microorganismos (Voldman, 2006; Lapizco-
Encinas y Rito-Palomares, 2007). Algunas de
las ventajas de la dielectroforesis, en comparacién
con otras técnicas de separacion, es que es una
técnica no destructiva, rapida y aplicable en
microescala. Las aplicaciones analiticas de la
dielectroforesis han permitido identificar células
cancerigenas (Kang y col, 2008b), manipular
proteinas (Zheng y col., 2004a; Clarke y col., 2005;
Lapizco-Encinas y col., 2008) y ADN (Regtmeier
y col., 2007; Gallo-Villanueva y col., 2009), entre
otras importantes aplicaciones.

Los biofarmacos o proteinas terapéuticas han
revolucionado la medicina. Es por esto que
existe un creciente interés en el desarrollo
de técnicas que permitan separar y purificar
proteinas, conservando sus propiedades bioldgicas.
La aplicacién de procesos en microescala para
analisis de bioparticulas aumenta rapidamente.
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La dielectroforesis es una técnica que ya ha
sido exitosamente probada para la separacion y
concentracién de proteinas. El presente articulo
de revisién fue preparado con el objetivo de
introducir al lector, interesado en campo de
procesos de separacion y purificacion de proteinas,
a la técnica de dielectroforesis aplicada en
microescala. Para reunir la informacion aqui
presentada en este se realizé una detallada revisién
bibliografica de los estudios e investigaciones
publicadas a partir del ano 2000, con el fin
presentar informacién reciente que refleje el estado
del arte en este tema. Se encontraron importantes
contribuciones realizadas por diferentes grupos
de investigadores alrededor del mundo. A
continuacién se presenta un andlisis critico de los
avances y resultados logrados en el empleo de la
técnica de dielectroforesis para la manipulacién y
concentracién de proteinas.

2 Metodologia

Para la elaboracion se realizé una minuciosa
busqueda de articulos en las bases de
datos ISI Web of Knowledge de Thomsom
(http://www.isiwebofknowledge.com/), la
Red de Revistas Cientificas de América
Latina y el Caribe, Espana y Portugal
(http://redalyc.uaemex.mx/) y google scholar
http://scholar.google.com/. Se encontraron
numerosos  articulos sobre el tema de
dielectroforesis, sin embargo, solo seis grupos
de investigacién reportaban la aplicacién de
esta técnica electrocinética para manipulacién
de proteinas. Cabe mencionar que con el fin
de incluir informacién que presentara los tltimos
avances, sélo se seleccionaron articulos y reportes
cientificos publicados a partir del ano 2000.

3 Dielectroforesis para

manipulacion de bioparticulas

La dielectroforesis ha sido utilizada con éxito
para detectar y concentrar una gran variedad
de bioparticulas desde macromoléculas como
ADN vy proteinas, hasta microorganismos como
virus, bacterias y levaduras, y pardsitos (Quinn
y col., 1996; Voldman, 2006; Lapizco-Encinas
y Rito-Palomares, 2007). Como se muestra
en la Ec. (1), la fuerza dielectroforética
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depende del tamano de la particula (dependencia
con TS), lo que significa que mayor fuerza
es ejercida entre mayor sea el tamano de
la particula. Por tal motivo, las primeras
aplicaciones de dielectroforesis se llevaron a cabo
con microorganismos (Pohl y Hawk, 1966). La
manipulacién de macromoléculas, vino después,
una vez que fue posible lograr campos eléctricos
mas intensos gracias al avance de las técnicas de
fabricacién de microelectrodos (Lapizco-Encinas y
Rito-Palomares, 2007).

La mayoria de los estudios realizados con
dielectroforesis se han desarrollado con arreglos de
microelectrodos, los cuales permiten obtener un
gradiente de campo eléctrico elevado, utilizando
bajos voltajes. Una desventaja importante en el
uso de los microelectrodos es la alta probabilidad
de presentarse electrolisis, rapida deterioracién y
pérdida de funcionalidad debido a ensuciamiento,
lo cual es frecuente cuando se trabaja con
bioparticulas. Una reciente alternativa ha sido
la utilizacién de estructuras aisladoras, en lugar
de electrodos, para la generaciéon de campos
eléctricos no homogéneos. Esta nueva técnica
dielectroforética, ain en desarrollo, se denomina
dielectroforesis con estructuras aisladoras, iDEP
por sus siglas en inglés (Cummings y Singh, 2003),
la cual ya se ha empleado exitosamente para
la manipulacién dielectroforética de numerosas
bioparticulas (Moncada-Herndndez y Lapizco-
Encinas, 2010). La dielectroforesis con estructuras
aisladoras posee atractivas caracteristicas tales
como sencillez en el proceso de fabricacion
de dispositivo, bajo costo de produccién y la
capacidad de funcionar a pesar de ensuciamiento,
lo que abre la posibilidad de escalamiento para
aplicaciones de alto flujo. Adicionalmente, estos
dispositivos pueden fabricarse de materiales
econémicos como el plastico (Simmons y
col., 2006), lo que permite tener dispositivos
desechables, ideales para pruebas y andlisis
clinicos; con gran potencial para aplicaciones en
medicina y salud.

4 Estudios sobre manipulacion

dielectroforética de proteinas

Como ya se ha mencionado, existe un gran interés
en la manipulacién y concentraciéon de particulas
de proteinas. La industria biofarmacéutica es
uno de los principales impulsores del desarrollo
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de las técnicas para purificar proteinas, ya
que busca mejorar los procesos de produccién
y control de calidad de biofarmacos. Asi
mismo, las aplicaciones clinicas analiticas
también impulsan el desarrollo de estas técnicas,
por las caracteristicas de algunas proteinas
como marcadores de ciertas enfermedades,
donde el poder detectar, atrapar y concentrar
estas proteinas marcadoras seria un excelente
herramienta de diagndstico clinico (Hughes, 2002).
El primer reporte de manipulaciéon de particulas
de proteinas fue publicado en 1994 por el grupo
de investigacién lidereado por el Dr. Masao
Washizu (Washizu y col., 1994). Este grupo
demostro el uso de dielectroforesis positiva para
atrapar la proteina avidina, dominando con esto
el movimiento Browniano, el cual se crefa que no
podia ser dominado por fuerzas dielectroforéticas.
Este trabajo fue muy importante, ya que demostro
por primera vez que los métodos electrocinéticos
en microescala, como la dielectroforesis, son los
suficientemente poderosos para la manipulacion
de macromoléculas como proteinas y ADN.

A continuaciéon se hace una resefia de los
avances mas recientes logrados por grupos de
investigacion alrededor del mundo que han
trabajado con técnicas dielectroforéticas para la
concentracion y purificacion de soluciones de
proteinas. La descripcion de estos estudios
de investigaciéon es en forma resumida, para
mayor detalle, se invita al lector a consultar las
publicaciones originales citadas en este articulo.

5 Manipulacion de proteinas
con microelectrodos 'y
campos eléctricos de
corriente alterna

5.1  Microsistema hibrido de dielectroforesis

cromatogradfica

El grupo de investigaciéon del Dr. Masao
Washizu en Japoén fue el primero en reportar
la manipulacién dielectroforética de proteinas
en 1994 (Washizu y col, 1994). En una
investigacion posterior Kawabata y Washizu
(2001) demostraron por primera vez la separacion
de proteinas mediante una técnica hibrida:
dielectroforesis  cromatografica, empleando
electrodos corrugados y campos eléctricos de
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corriente alterna. Nuevamente, este grupo
reportd resultados pioneros en el campo de las
separaciones en microescala. La dielectroforesis
cromatografica consiste en fraccionar un flujo de
macromoléculas al hacerlas pasar a través de un
arreglo de microelectrodos. Cada macromolécula
exhibird una fuerza dielectroforética distinta
(dependiendo de sus propiedades dieléctricas,
forma y tamano) y, por tanto, tendrd una
“afinidad” o “atraccién” por los microelectrodos,
similar a la afinidad de los analitos por la fase
estacionaria en una columna cromatografica.
En este caso, la fuerza proviene de la
dielectroforesis, la cual se genera utilizando un
arreglo de electrodos planos instalados en el
microdispositivo. El aparato de dielectroforesis
cromatografica utilizado por Kawabata y Washizu
fue fabricado de polidimetilsiloxano, contd
con 2016 electrodos (1008 pares) de aluminio
acomodados en un microcanal (Fig. 2a). Los
electrodos corrugados (Fig. 2b) fueron fabricados
de aluminio, con un acho de 20 pm espaciados 7
pm entre ellos, y ocupando un espacio de 14 mm x
3 mm, con una profundidad de 25 ym. El campo
eléctrico utilizado para manipular las particulas de
proteina fue entre 1.3 MV /m a 3.0 MV/m con una
frecuencia de 1.0 MHz. Se utilizaron las proteinas
insulina (6 kDa), BSA (66 kDa) e IgM (900 kDa),
las cuales fueron tenidas con fluoresceina para
lograr su visualizacién mediante fluorescencia.
Las proteinas se introdujeron en el dispositivo
a una velocidad de flujo de 800 m/s, al llevarse
a cabo el experimento se midieron las eficiencias
de recoleccién, donde, como era esperado, las
proteinas de mayor peso molecular pudieron ser
retenidas con menores campos eléctricos. Al igual
que en los sistemas de cromatografia, se obtuvo
un cromatograma al medir la senal fluorescencia
de la salida del microcanal como funcién del
tiempo. La Fig. 3 muestra una representacion de
los cromatogramas tipicos obtenidos, graficando
fluorescencia vs. tiempo en funcién de la magnitud
del campo eléctrico aplicado. Se observa en la
figura como la senal de fluorescencia a la salida del
microcanal disminuye cuando el campo eléctrico
estd siendo aplicado; esto se debe a que las
proteinas, que son las particulas fluorescentes,
estan siendo retenidas dielectroforéticamente por
el arreglo de electrodos. Al eliminar el campo
eléctrico, las proteinas concentradas son eluidas
del microcanal, lo que se observa como un “pico
cromatografico” en la senal de fluorescencia. Sélo
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Fig. 2:  Representacion del sistema de
dielectroforesis cromatrografica empleado por
Kawabata y Washizu (2001) (a) Microcanal
empleado. (b) Magnificacién de la geometria de
los electrodos corrugados.
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Fig. 3: Representaciéon de los cromatogramas
tipicos obtenidos como funcién de la magnitud del
campo eléctrico aplicado (Kawabata y Washizu,
2001).

se realizaron experimentos con una proteina a la
vez. Los resultados de este estudio son de gran
importancia porque demuestran como la técnica
de dielectroforesis puede funcionar como técnica
hibrida al combinarse con métodos tradicionales
para el andlisis y concentracién de proteinas.

5.2 Primer reporte de dielectroforesis
negativa de proteinas

En el ano 2001, el grupo de investigacion
del Dr. Hywel Morgan en el Reino Unido
demostré el atrapamiento con dielectroforesis
positiva y negativa de la protefna avidina (PM
= 68 kDa), empleando electrodos polinomiales
con una separacién de 2 pum, los electrodos
se fabricaron de titanio, paladio y oro, y
se usaron con campos eléctricos de corriente
alterna (Hughes y Morgan, 2001). Esta
fue la primera demostraciéon reportada de
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Fig. 4: Atrapamiento de particulas de proteina
avidina (amarillo) en electrodos polinomiales
(estructuras de color gris). (a) Dielectroforesis
positiva, particulas atraidas hacia los bordes
de los electrodos. (b) Dielectroforesis negativa,
particulas repelidas por los electrodos y
concentradas en el centro del sistema (Hughes
y Morgan, 2001).

Electrodos

Estar i bi las partis
de proteina hacen “p ético
entre los electrodos

Fig. 5: (a) Representacién del sistema de
electrodos utilizado por Zheng y col. (2004b)
mostrando cémo se atraparon las particulas de
ASB. (b) Representacién del circuito empleado
para la medicién de conductancia de la proteina
ASB.

atrapamiento de proteinas con dielectroforesis
negativa. Las particulas de avidina fueron tenidas
con isotiocianato de fluoresceina para lograr su
visualizacién mediante fluorescencia. Soluciones
de avidina a una concentraciéon de 100 pg/ml
se prepararon utilizando una solucién buffer 0.1
mM KCl, conductividad de 1.4 mS/m y pH
de 6.5. Atrapamiento positivo de avidina, i.e.
particulas de avidina colectadas en el borde de
los electrodos, se demostré cuando se aplicaron
potenciales de 10 V pico-a-pico con una frecuencia
menor a 9 MHz (Fig. 4a). Al incrementarse
la frecuencia del campo eléctrico por encima de
9 MHz el comportamiento de las particulas de
avidina cambiaba a dielectroforesis negativa, i.e.
las particulas se concentraban en el centro de los
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electrodos, lo mas alejadas posible de los bordes
de los electrodos (Fig. 4b). Estos resultados son
de gran importancia al ser el primer reporte de
dielectroforesis negativa de particulas de proteina.
Demostrando que una proteina puede cambiar
su respuesta dielectroforética en funciéon de la
frecuencia del campo aplicado. Estos hallazgos
abren la posibilidad del uso de dielectroforesis
para la separacion de mezclas de proteinas, donde
al manipularse la frecuencia, se podria concentrar
y liberar selectivamente las particulas de un tipo
de proteina reteniendo las demdas proteinas en la
muestra. Esta posible aplicacién tendria gran
importancia en la industria farmacéutica.

5.8  Medicion de propiedades dieléctricas
de proteinas

En una investigacion realizada en el 2004,
el grupo del Dr. Peter Burke en EUA
(Zheng y col., 2004a; Zheng y col., 2004b)
reportaron el atrapamiento dielectroforético la
proteina albimina de suero de bovino (ASB)
(PM = 68 kDa) y la primera medicién de
propiedades dieléctricas, la conductancia, de una
proteina. Las particulas de la proteina ASB
son esféricas y tienen un didmetro de 5 nm
aproximadamente. Estas particulas, tenidas con
tetrametilrodamina, fueron atrapadas con campos
eléctricos de corriente alterna usando electrodos
planos de geometria cuadruples; disenados para
obtener el mayor gradiente de campo eléctrico en
las orillas de los electrodos, lo que seria la zona de
dielectroforesis positiva. La Fig. 5a muestra un
esquema del sistema empleado, donde se observd
dielectroforesis positiva de ASB aplicando campos
eléctricos con frecuencias de 50 kHz a 5 MHz,
donde el atrapamiento mas efectivo se presentd
con frecuencias entre 200 y 300 kHz, usando
diferentes separaciones de electrodos (5, 10 y 20
pm).

Para medir la conductancia, primeramente se
atraparon dielectroforéticamente las particulas de
ASB, las cuales se mantuvieron inmovilizadas
aplicando el campo eléctrico por 24 horas, hasta
lograr que la solucién se secara y sélo quedaran
las particulas de proteinas como “puente” o
resistencia conectando los dos electrodos. La
Fig. 5b muestra una representaciéon esquemaética
del circuito empleado para las mediciones de
conductancia. Después de transcurrido el periodo
de 24 horas, se estim6 la conductancia de las
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particulas de proteinas ASB con un valor maximo
de 25 nS. El impacto de este estudio consiste
en que es el primer reporte de las propiedades
dieléctricas de particulas de proteinas (Zheng y
col., 2004a; Zheng y col., 2004b); informacién que
es dificil de obtener y es necesaria para disenar
sistemas dielectroforéticos para la manipulacién
de proteinas.

5.4  Atrapamiento de particulas indivi-
duales de proteina

En el ano 2005 el grupo de investigacién
del Dr. Frank F. Bier en Alemania de
investigacién reporté el atrapamiento reversible de
la proteina fluorescente R-ficoeritrina (particulas
de 5.6 nm de didmetro), utilizando un campo
eléctrico de corriente alterna y electrodos
angostos en forma de aguja, fabricados en
oro sobre una superficie de silicio. La Fig.
6 muestra una representacion esquematica de
los electrodos empleados y de las particulas
de proteina atrapadas dielectroforéticamente
(Holzel y col,, 2005). Uno de los aspectos
més importantes de este trabajo es que los
investigadores aseguran haber atrapado moléculas
individuales, es decir, no aglomeradas. Esta
aseveracion es de gran importancia, ya que
de acuerdo a la Ec. (1) se requiere una
gran magnitud de campo eléctrico para poder
atrapar particulas pequenas con didmetros en
el orden de nandémetros, como las proteinas.
Considerando que las particulas pequenas son
afectadas por el movimiento Browniano, esto
significa que la fuerza dielectroforética debe
dominar al movimiento Browniano para lograr la
inmovilizacién de particulas de proteina. Ademaés
del trabajo experimental, los investigadores
realizaron modelacién matemética con el fin de
predecir la magnitud de la fuerza generada por el
movimiento Browniano y el gradiente de campo
eléctrico logrado en su sistema de microelectrodos
de otro. Los resultados mostraron atrapamiento
de las particulas de R-ficoeritrina aplicando un
potencial de 10 V con una frecuencia de 1 MHz.
La Fig. 6 muestra una representacion de la senal
de fluorescencia obtenida a los 10 segundos de
aplicado el campo eléctrico, donde se observan
dos puntos fluorescentes dentro del sistema de
electrodos. Ambas regiones presentaban la misma
intensidad de fluorescencia, la cual era muy alta,
lo que generd la incertidumbre sobre si se estaban
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Fig. 6: Representacion del sistema de electrodos
empleado por Holzel y col. (2005) mostrando las
particulas de proteina (color blanco) atrapadas
dielectroforéticamente.

atrapando aglomerados o particulas individuales.
La intensidad de fluorescencia obtenida excedia la
intensidad esperada para particulas individuales
(no aglomeradas). Pruebas posteriores
comprobaron que las moléculas de proteina eran
atrapadas como particulas individuales en las
puntas de los electrodos.  Adicionalmente se
realizaron experimentos para analizar como la
frecuencia del campo eléctrico influiria sobre la
respuesta dielectroforética de las particulas de
proteina. Los resultados mostraron que a bajas
frecuencias (0.1 a 1 MHz) se obtenfa un fuerte
atrapamiento, mientras que a una frecuencia
de 5 MHz, la fuerza dielectroforética disminuia,
pero siempre se observd dielectroforesis positiva.
Se determiné también el volumen de la zona
de atrapamiento dielectroforético de 20 pum3
aproximadamente, que empleando una solucién
de R-ficoeritrina 0.6 nM dentro este volumen,
el nimero de moléculas atrapadas deberia de
ser de siete, mientras que en el experimento
se observaron unicamente dos moléculas. Los
investigadores atribuyeron este resultado a
posibles errores en la estimacién de la magnitud de
la fuerzas y del factor de polarizacién; asi como en
la interferencia de efectos electro-hidrodinamicos
tales como la electroésmosis y el flujo electro-
térmico (flujo por diferencias de temperatura). Un
punto interesante es que los autores mencionan, es
que tal vez el didmetro “efectivo” de las particulas
de proteina haya sido mayor al didmetro real
de 5.6 nm, debido a efectos de polarizacién de
la doble capa eléctrica formada alrededor de las
particulas. Este aumento de tamano aumentaria
la magnitud de la fuerza dielectroforética ejercida
sobre la particula. Los resultados de esta

131



Garza-Garcia y Lapizco-Encinas/ Revista Mexicana de Ingenierfa Quimica Vol. 9, No. 2 (2010) 125-137

investigacién demuestran principalmente que
la fuerza dielectroforética es capaz de atrapar
moléculas individuales de proteina empleando
arreglos de microelectrodos con potenciales en
el orden de 10 V (Holzel y col., 2005). Estos
resultados generaron cierta controversia, ya que
se trata del primer atrapamiento dielectroforético
de particulas individuales de proteina, tema de
investigacién atin poco explorado (Holzel y col.,
2006; Ying y col., 2006).

6 Manipulacién de proteinas
con arreglos de estructuras

aisladoras y campos
eléctricos de corriente
directa

En el 2008, el grupo de investigacién mexicano
de la Dra. Blanca Lapizco, reportd el
atrapamiento dielectroforético de particulas de
proteina ASB, empleando campos eléctricos de
corriente directa aplicados en microcanales con
postes cilindricos aisladores (Lapizco-Encinas y
col., 2008). La proteina fue tehida con
isotiocianato de fluoresceina para su visualizacion.
En este estudio se logré atrapar y concentrar
particulas de proteina a lo largo de un arreglo
de postes cilindricos dentro de un microcanal
fabricado en vidrio. La Fig. 7 muestra una
representacion esquematica del sistema empleado,
el cual consistié en un microdispositivo fabricado
por dos obleas de vidrio, la oblea inferior contenia
los microcanales y la oblea superior contenia los
reservorios. Cada microcanal contenia un arreglo
de estructuras aisladoras cilindricas, el largo del
canal fue de 10.16 mm, 2 mm de ancho y 10 um
de profundidad. Los postes cilindricos tenian un
didmetro de 440 pm y una altura de 10 um; la
separacion del centro a centro de los postes era de
520 pm (espacio estrecho entre postes era de 80
pm). En la primera fila de postes de cada lado se
utilizaron postes con geometria cénica con el fin
de prevenir el estrellamiento de las particulas y la
obstruccion del canal. Como se aplicaron campos
eléctricos de corriente directa, las particulas de
proteinas fueron expuestas a tres fuerzas dentro
de este sistema: electroforesis, electroosmosis y
dielectroforesis.  Para lograr atrapamiento, el
campo eléctrico aplicado debia ser suficientemente

Microdispositivo fabricado con
dos obleas de vidrio
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Fig. 7 Representacién  esquematica del
microcanal con postes aisladores cilindricos
utilizados por Lapizco-Encinas y col. (2008) para
concentrar particulas de ASB.
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Fig. 8 (a) Representacion de las fuerzas
actuando sobre las particulas de proteina dentro
del microcanal con postes aisladores cilindricos.
(b) Fotografia de las particulas de proteina
inmovilizadas dentro del microcanal cuando se
utiliz6 un medio de suspension con pH =S8,
conductividad de 100 pS/cm y se aplicé un
potencial de 950 V a lo largo del microcanal
(Lapizco-Encinas y col., 2008).

alto para producir una fuerza dielectroforética
que dominara el sistema. Cuando esto ocurria,
las particulas de proteina eran atrapadas en
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forma de bandas localizadas antes de la regién
de mayor gradiente de campo eléctrico. Un
punto importante a notar en este trabajo,
es que las particulas de proteina exhibieron
comportamiento de dielectroforesis negativa, es
decir, las particulas fueron repelidas de las zonas
de mayor gradiente de campo eléctrico. Este
comportamiento se debié a que las particulas
de proteinas poseian una menor polarizacién
que el medio de suspensién (Lapizco-Encinas
y col., 2008). La Fig. 8a muestra una
representacién de las tres fuerzas electrocinéticas
ejercidas sobre las particulas de ASB dentro del
microcanal con postes aisladores; donde DEF es
dielectroforesis, EF es electroforesis y FEO es flujo
electroosmético. En los experimentos el campo
eléctrico utilizado varié entre 700 y 1600 V/cm, y
se utilizaron medios de suspensién con pH de 8 6 9,
y conductividad en el rango de 25-100 pS/cm. La
Fig. 8b muestra una fotografia de las particulas
de proteina inmovilizadas dielectroforéticamente
dentro del microcanal cuando se utilizé6 un medio
de suspension con pH = 8, conductividad de 100
uS/cm y se aplicé un potencial de 950 V a lo largo
del microcanal. Este estudio incluyé un analisis
de como las propiedades del medio de suspensién
empleado pueden manipularse para favorecer
el atrapamiento dielectroforético. Se encontrd
que las condiciones O6ptimas son aumentar la
conductividad y disminuir el pH del medio de
suspension, ya que estos cambios disminuyen
la magnitud de campo eléctrico requerido para
atrapar y concentrar las particulas de proteinas.
Este es el primer reporte de atrapamiento de
proteinas con arreglos de estructuras aisladoras en
lugar de electrodos.

Electrodo interno

Nanopipeta

E;-x:ieﬁo f/ Generador

Objetivo del
microscopio

Fig. 9: Representacion esquematica del sistema
de nanopipeta empleado Clarke y col. (2005).

Los resultados de este trabajo demuestran que la
dielectroforesis es una técnica con alta flexibilidad
para aplicarse exitosamente en diferentes tipos
de sistemas para manipular proteinas. En el
caso de los sistemas con aisladores, estos son més
econémicos, lo que aumenta el potencial de los
métodos dielectroforéticos para ser empleados en
aplicaciones en la industria. Es necesario explotar
mas este método de separacién para conocer todas
las ventajas potenciales que es capaz de ofrecer
(Lapizco-Encinas y col., 2008).

7 Manipulacién de proteinas
con nanopipetas y campos
de corriente alterna y
corriente directa

En el 2005 el grupo del Dr. David Klenerman
del Reino Unido (Clarke y col., 2005) presentd
una importante innovacion al utilizar una
nanopipeta de vidrio para manipular proteinas
dielectroforéticamente.  En esta aplicacion, el
campo eléctrico no uniforme, necesario para
que ocurra la dielectroforesis, fue creado con
la nanopipeta en lugar de los tradicionales
electrodos. El empleo de microelectrodos trae
consigo ciertas ventajas, tales como la flexibilidad
en su operacion y el requerimiento de voltajes
bajos para obtener un gradiente de campo alto.
Sin embargo, los sistemas en base a electrodos no
son del todo compatibles con muestras biolégicas.
Las proteinas se concentran en la superficie
metalica de los electrodos, lo que ocasiona
desnaturalizacion y pérdida de la actividad
biolégica. Ademads, utilizando electrodos, existe
una mayor probabilidad de electrolisis debido a
reacciones electroquimicas complejas. Es por esto
que existe un interés creciente en el diseno de
sistemas dielectroforéticos que no utilicen sistemas
de microelectrodos. El sistema de nanopipeta
utilizado por este grupo de investigacion genera
un campo eléctrico no-homogéneo al utilizar
una estructura nanométrica cénica fabricada en
material dieléctrico (vidrio). Este grupo reporté la
concentracién de las proteinas G e IgG, las cuales
fueron tenidas con el tinte fluorescente Alexa-488
para lograr su visualizaciéon. El sistema utilizado
consistié en una nanopipeta fabricada en vidrio
borosilicato, con un angulo de 3-6° y un diametro
interno del orden de 100-150 nm. Los campos
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Fig. 10: Resultados obtenidos por Clarke y
col. (2005) con el sistema de nanopipeta. (a)
No se logra concentracion de proteina cuando se
aplica un potencial positivo. (b) Concentracién de
particulas de proteina en la punta de la nanopipeta
cuando se aplica un potencial negativo.

eléctricos usados fueron tanto de corriente alterna
como de corriente directa, y fueron aplicados
empleando dos electrodos: un electrodo externo
y un electrodo dentro de la pipeta (Fig. 9). El
electrodo externo fue en donde se aplicaron los
potenciales, mientras que el electrodo interno fue
puesto a tierra (0 V). La pipeta fue sumergida en
una solucién de 100-150 mM de NaCl. Aplicando
un voltaje de 1 V entre los dos electrodos, el
campo eléctrico resultante en la punta de la
pipeta fue de 10 V/m. Al realizar experimentos
con la proteina G, variando el voltaje aplicado,
se demostré que a un voltaje aplicado de —5
V a una frecuencia de 0.1 Hz se obtenia un
fuerte atrapamiento y concentracién de proteina
G en la punta de nanopipeta. Sin embargo, al
aplicar un voltaje de +1 V a la misma frecuencia,
la concentraciéon de proteina G disminuia en
forma significativa. Al eliminar el campo
eléctrico se liberaban las particulas de proteina
de la trampa dielectroforética, demostrando asi
que la concentracion de proteinas si era de
cardcter dielectroforético, el cual es un fenémeno
reversible. Ademads, se determinaron los factores
de concentracién de las moléculas de proteinas
empleando fluorescencia; los cuales estuvieron
en el orden de 300-3000, factores sumamente
elevados para este sistema de nanopipeta, lo
que demuestra el potencial de este nano-
dispositivo para concentrar particulas de proteina.
Resultados similares fueron obtenidos en los
factores de concentracién de IgG.

Clarke y col. (2005) explicaron como
tres diferentes fuerzas eran ejercidas sobre
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las particulas de proteina: electroforesis,
electroosmosis y dielectroforesis. Bajo las
condiciones empleadas, tipo fisiologicas, la
proteina G  presenta carga negativa, lo
que significa que bajo la presencia de un
campo eléctrico, las particulas de proteina
G serdn atraidas por el electrodo positivo.
Adicionalmente, la nanopipeta estd construida
de vidrio, material con carga negativa en su
superficie, que al entrar en contacto con la
solucion de NaCl, genera una carga negativa
en su superficie, lo que significa que el
flujo electroosmético (FEO) generado sobre la
superficie de la nanopipeta serd en direccién
del electrodo con carga negativa, pero esta
contribucién es pequena a los voltajes aplicados.
En cambio, la dielectroforesis atraerd a las
particulas de proteina hacia la punta de la pipeta,
zona donde se tiene el mayor gradiente de campo
eléctrico. Cuando se aplica un voltaje positivo, las
fuerza dielectroforéticas y electroforéticas atraen
a las particulas de proteina G que estan dentro de
la pipeta hacia la punta, sacdndolas de la pipeta,
sin lograr concentracién de particulas (Fig. 10a),
donde FEO es el flujo electroosmético, EF es
electroforesis y DEF es dielectroforesis. Cuando
se aplicaron voltajes positivos entre 1.5 y 3.5 V,
se observé que habia un poco de acumulacién
de particulas en la punta de la pipeta, pero se
tenfa flujo de particulas saliendo de la nanopipeta.
El resultado es diferente cuando se aplican
voltajes negativos, en este caso las particulas de
proteina dentro de la nanopipeta son atraidas
en direcciones distintas: por dielectroforesis
son atraidas hacia la punta de la pipeta y por
electroforesis son atraidas hacia el electrodo
interno, formandose una regién sin particulas
dentro la pipeta, y particulas concentradas en la
punta, sin particulas fluyendo fuera de la pipeta
(Fig. 10b). La importancia de este trabajo
es que se trata del primer reporte cientifico
de atrapamiento de proteinas en nanopipetas
logrando factores de concentraciéon muy altos.
Esta investigaciéon abre la posibilidad para que
este tipo de nanodispositivos sean empleados
en pruebas de tipo analitico, que permitirian la
rapida deteccién de la presencia de proteinas en
soluciones muy diluidas.

En el 2007 este grupo de investigacion utilizé
la técnica de nanopipeta para la manipulacién
de proteina amarilla fluorescente (YFP, por sus
siglas en inglés) y lograr medir la conductividad
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y conductancia superficial de macromoléculas
(Clarke y col., 2007). El conocer propiedades
dieléctricas de las bioparticulas de interés, como
las proteinas, permite disenar y seleccionar
condiciones de operaciéon para llevar a cabo
procesos electrocinéticos como electroforesis y
dielectroforesis. La YFP tiene las siguientes
dimensiones 7.73 nm x 6.29 nm x 11.77 nm, y
posee auto fluorescencia, por lo que no se requirié
llevar a cabo un proceso de tincién para lograr
su visualizacion. En este segundo estudio se
integré el uso de un modelo matemaéatico que
permitié predecir la magnitud de las fuerzas
ejercidas sobre las particulas de proteina. La
parte méas importante de este segundo estudio
con el uso de nanopipeta es la medicién de la
conductancia de superficie, la cual fue llevada
a cabo para ADN y YFP. La conductividad de
la superficie y conductividad de las particulas
de proteina se obtuvieron mediante el uso de
un modelo matemético y datos experimentales.
Se realizaron corridas experimentales variando
la conductividad del medio de suspensién, y
observando el atrapamiento dielectroforético. Los
resultados permitieron realizar las predicciones
de las propiedades dieléctricas, determinando
la conductividad como 24.6 + 1.8 S/m y la
conductancia superficial como 21.5 + 1.6 nS.
Este resultado es uno de los escasos estudios
donde se presenta un método de medicién
de propiedades dieléctricas de macromoléculas
empleando dielectroforesis (Clarke y col., 2007).

Conclusiones

El desarrollo de los laboratorios portatiles esta
teniendo un crecimiento acelerado, gracias a
los avances en &areas como la microelectrénica
y microfluidica. Se han reportado exitosas
aplicaciones de microdispositivos para la
separacion, manipulacion y concentracién de
una gran variedad de bioparticulas, empleando
técnicas como cromatografia, electroforesis y
dielectroforesis en microescala.

La separaciéon de proteinas mediante el
empleo de dielectroforesis es todavia un nicho
en investigaciéon en espera de ser explotado.
Sin embargo, ya se han reportado exitosas
aplicaciones de esta técnica para concentrar
particulas de proteina, empleando sistemas con
microelectrodos de diferentes geometrias, técnicas
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hibridas como dielectroforesis cromatogréfica,
microcanales con estructuras aisladoras y
nanopipetas en vidrio. Estos avances han
permitido medir las propiedades dieléctricas de
macromoléculas, informaciéon que es fundamental
para el disenio de sistemas y procesos con la técnica
de dielectroforesis.

En el presente articulo de revisién se resumen
algunos de los avances mas importantes en la
manipulacién, purificacién y concentracién de
soluciones de proteinas empleando la técnica de
dielectroforesis en microescala. Los avances aqui
presentados son una demostracién de que esta
novedosa y poderosa técnica electrocinética en
microescala tiene potencial para ser integrada
dentro de los sistemas de analisis y de los
bioprocesos empleados para la produccién de
biofarmacos en base a proteinas.

Una de las tendencias méas importantes en
el avance de la ciencia a nivel internacional es
precisamente el desarrollo de los microsistemas
para andlisis o laboratorios montados en un
microdispositivo  (lab-on-a-chip). Se espera
que el presente manuscrito introduzca al lector
al mundo de los procesos de separaciéon en
microescala, a los conceptos bésicos de la técnica
de dielectroforesis, e informe de los tltimos
avances en la manipulacion y concentracion
dielectroforética de proteinas.
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