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RESUMEN



Cuando el parasito de la malaria, del género Plasmodium, entra al torrente
sanguineo, invade los eritrocitos o glébulos rojos y, a medida que crece, genera
importantes efectos en el metabolismo de la célula afectando especificamente a
la hemoglobina, cambiando el estado magnético del hierro. Este cambio crea un
comportamiento magnético en la célula infectada, muy distinto al de la célula sana

y la vuelve magnéticamente vulnerable.

En la literatura encontramos diversos trabajos que utilizan diferentes métodos de
caracterizacion magnética, cuyo objetivo ha sido describir las propiedades
magnéticas del eritrocito sano e infectado. El primero es categorizado como un
material diamagnético y el segundo, clasificado como un material paramagnético.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto que podia tener el campo
magnético de tipo variable, en la viabilidad de muestras infectadas con
Plasmodium falciparum, bajo condiciones controladas. Para esto, se utilizé un
sistema de caracterizacion formado por una bobina magnética como parte de un
circuito inductivo. El proceso requirié de una exhaustiva revision bibliografica
acerca de los diferentes modelos de bobinas que podian construirse, como
funcionaban y que tan grande o pequerio seria la intensidad del campo magnético
generado. Luego se elaboraron varios prototipos de bobina; se armo el circuito
eléctrico complementario para posteriormente, realizar varios experimentos. Estos
mostraron una disminucidn notoria en la viabilidad del parasito, a frecuencias de
7KHz y 4.9 MHz, con parametros de inductancia y campo magnético de 63 mH y
30 mT, respectivamente. Esto comprobd que la célula infectada es susceptible a
campos magnéticos variables. Sin embargo, se requiere mucha mas investigacion
y experimentacion para poder concluir con exactitud en que frecuencias
exactamente se puede observar en mayor magnitud este comportamiento

magnético por parte de la célula infectada.

Palabras claves: hemozoina, campo magnético, bobina magnética,

propiedades magnéticas, diamagnética, paramagnética.



ABSTRACT



When the Plasmodium genus malaria parasite enters the bloodstream, it invades
erythrocytes or red blood cells and, as it grows, it generates important effects on
the metabolism and magnetic behavior of the cell, specifically affecting
hemoglobin, changing the magnetic state of iron. This change creates magnetic
behavior in the infected cell, very different from that of the healthy cell, and makes

it magnetically vulnerable.

In the literature we find various works that use different methods of magnetic
characterization, the objective of which has been to characterize the magnetic
properties of healthy and infected red blood cells. The former is categorized as a
diamagnetic material and the infected erythrocyte classified as a paramagnetic
material. The objective of this work is to evaluate the effect that the variable type
magnetic field can have on the viability of samples infected with Plasmodium
falciparum, under controlled conditions. For this, a characterization system
consisting of a magnetic coil was used as part of an inductive circuit. The process
required an exhaustive bibliographic review about the different coil models that
could be built, how it works and how large or small the intensity of the generating
magnetic field would be. Then several coil prototypes were made and the
complementary electrical circuit was assembled to then carry out various
experiments, These symptoms a noticeable decrease in the viability of the parasite
under an inductance of 63 mH, frequency of 7KHz and 4.9 MHz and magnetic field
intensity of 30 mountain. This verified that the infected cell is susceptible to variable
magnetic fields. However, much more research and experimentation is required to
be able to conclude exactly at what frequencies exactly this magnetic behavior by

the infected cell can be observed in greater magnitude.

Key words: hemozoin, magnetic field, magnetic coil, magnetic properties,

diamagnetic, paramagnetic.



INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad que cobra millones de vidas anualmente, causada
por un protozoario del género Plasmodium (Beier et al., 2018). Por afios se ha
estado trabajando para erradicarla y algunos paises lo han logrado. Sin embargo,
hay regiones en las que esto aun no es posible debido a la resistencia que ha
desarrollado el parasito a las drogas antimalaricas. Regiones como Africa son
prueba de esto, pues casi el 50% de los pacientes en este continente no
responden a los medicamentos antimaléricos (Antillon, 2005). Es por esta razon
gue a lo largo de los afios se ha incursionado en la busqueda de nuevos
tratamientos alternativos para combatir la Malaria. Para esto, ha sido necesario
estudiar a los eritrocitos infectados con el parasito de la malaria y, por supuesto,

al parasito en si.

El estudio de la biologia de Plasmodium a lo largo de los afios, permitié descubrir

dentro del parasito, la presencia de un material llamado hemozoina. La
hemozoina es un nano cristal que se forma durante la degradacion de la
hemoglobina, en donde se libera el grupo hemo y esta accién podria ser una
causante de estrés oxidativo en el parasito, por lo tanto, Plasmodium lo detoxifica
a través de la biocristalizacion (Aparicio, 2015). Este nano cristal se ha convertido
en el objeto principal de estudio en investigaciones relacionadas con la Malaria
debido a la importancia que representa para el metabolismo del parasito y, por
otro lado, las propiedades paramagnéticas que le confiere al eritrocito, dandole
cierta susceptibilidad magnética a la célula y al parasito. Esta susceptibilidad se
ha utlizado tanto para encontrar y/o mejorar los métodos de diagndstico
(Zimmermann et al, 2006; Karl et al, 2011; Paul et al, 1981; Nalbandian et al, 1995;
Moore et al 2006), pero también para estudiar la viabilidad del parasito (Feaguin
& Lai, 2010; Gilson et al., 2018, Thompson et al., 2011).



La hemozoina ha sido caracterizada por varios autores, a nivel optico, eléctrico y
magnético (Coronado et al., 2014; Hackett et al, 2009; Giacometti et al., 2018;
Inyushin et al., 2018) (de estos trabajos se hablara con mayor detalle en el
siguiente capitulo). El proyecto de investigacion del cual este trabajo es parte se
ha enfocado en estudiar al parasito desde el punto de vista electromagnético y
eléctrico, para caracterizar mejor a este microorganismo, generando asi grandes
aportes dentro de la literatura y adicional, buscar maneras de influir en la viabilidad
del paréasito (Coronado et al., 2014). Por esta razén, se decidié que el enfoque de
este estudio fuera especificamente desde el punto de vista magnético, tomando
como base los trabajos en los que ya se ha mostrado una respuesta o estimulo
por parte del parasito al ser expuesto a campos magnéticos. Esta respuesta

dependera del tipo de campo magnético (variable, rotatorio o estatico).

A la fecha, la mayoria de los reportes cientificos en donde se ha estudiado el
efecto de los campos magnéticos en el plasmodio, han tenido como objetivo
determinar nuevas técnicas de deteccion y/o separacidn de eritrocitos infectados
con malaria; todo a través de experimentos in vitro y haciendo uso de campos
magnético-estaticos (Markler,1998; WHO,2000; Moody, 2002; Rubio et al., 1999).
Solo unos pocos autores han utilizado campo magnético variable y /o rotatorio,
para estudiar su efecto en la viabilidad del parasito (Gilson et al.,, 2018;
Thompson et al.,, 2011). A través de sus resultados, estos investigadores han
mostrado una significativa disminucién del porcentaje de parasitemia en las
muestras tratadas con magnetismo, especificamente con campos magnéticos
variables y/o rotatorios en el estadio de esquizonte principalmente (estos trabajos

se discutiran en el siguiente capitulo).

Gracias a los aportes de las investigaciones, sabemos que el uso de campos
magnéticos en general puede, ademas de utilizarse para diagndstico y/o
separacidén en cultivos, ser efectivo a la hora de estudiar la viabilidad en P.

falciparum.



Nuestro objetivo en este trabajo era evaluar el efecto que podia tener el campo
magnético variable en muestras infectadas con Plasmodium falciparum, bajo
condiciones controladas como, por ejemplo, el uso de frecuencias més altas que
las reportadas, un tiempo de exposicibn mas corto que los reportados, una
intensidad de campo magnético menor que las reportadas, un % de
parasitemia alrededor de 1% y periodos de incubacion mayores a los
reportados. Para cumplir con este objetivo general, se propusieron los siguientes

objetivos especificos:

e Estudiar como afecta la irradiaciéon magnética el crecimiento y desarrollo
de P. falciparum en muestras in vitro, luego de ser tratado e incubado por
un tiempo determinado.

e Determinar los posibles cambios morfolégicos en eritrocitos sanos e
infectados en diferentes estadios del parasito, después de haber sido
irradiado a distintas frecuencias por un tiempo determinado.

e Determinar experimentalmente la existencia de una relacion entre la
viabilidad del parasito y la intensidad del campo magnético, el tiempo de
irradiacion y la variacion en el rango de frecuencias.

e Revisar el efecto que puede tener la temperatura en las muestras

infectadas con P. falciparum, al ser sometidas al campo magnético variable.

Para llevar a cabo los experimentos, se utilizaron bobinas magnéticas que
irradiaron una intensidad de campo magnético de 30 mT a las frecuencias de 7
KHz y 4.9 MHz sobre las muestras de sangre infectada con P. falciparum (cepa
HB3). A través del circuito circulaba una corriente de 0.4 A aprox., utilizando una
fuente de voltaje de 20 Vpp aprox. EI modelo base para este experimento fue
tomado del trabajo hecho por Thompson et al., 2011 y Feaguin & Lai, 2010, ya
gue fueron los primeros en realizar experimentos con bobinas magnéticas en

muestras de sangre infectadas con Malaria. Una vez que las muestras se



irradiaron, fueron incubadas por 72 horas y analizadas por citometria y conteo de

placas.

Los ultimos experimentos llevados a cabo en este trabajo mostraron que el
tratamiento tuvo un efecto en la viabilidad del Plasmodio. Se logré ver una
disminucién en el porcentaje de crecimiento de las muestras expuestas al campo
magnético variable. Sin embargo, los datos entre experimentos mostraron gran
variabilidad e inconstancia, ya que no esta claro a qué frecuencia realmente se
esta generando este efecto por parte del campo magnético. En la seccién de
resultados experimentales se discuten estos resultados y se mencionan algunos

posibles factores que pudieron ocasionar esta variabilidad en los resultados.



CAPITULO I: REVISION
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1. GENERALIDADES DE LA MALARIA

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por un protozoario del género
Plasmodium, cuyo vector es el mosquito Anopheles (Beier et al., 2018). Esta
enfermedad es también conocida como paludismo y se extiende alrededor de 95
paises, siendo la region de Africa subsahariana la méas afectada. El protozoario
del género Plasmodium parasita tanto al hombre como animales, produciendo la
malaria. Las especies que afectan al ser humano son: P. falciparum, P. ovale, P.
vivax, P. malariae y P. knowlesi (Ng et al., 2008). Actualmente el paludismo es
endémico en 91 paises y se presenta en zonas tropicales de Asia, Africa y
Latinoamérica (Cabello, 2007). P. falciparum, predomina en Africa, Papia Nueva
Guinea y Haiti; mientras que P. vivax tiene una distribucion mundial y es la especie
preponderante en climas templados. También se encuentra en las areas de los
tropicos, pero no es comun en el continente africano (Ash & Orihel, 2010). P.
ovale, predomina en Africa subsahariana y. P. malariae predomina en areas
tropicales y subtropicales; ambas especies con baja prevalencia (Prats, 2006). La

distribucion de P. knowlesi abarca el sureste de Asia (Salazar, 2012).

1.1. Transmisiéon de la Malaria

El parasito se transmite generalmente por la picadura de mosquitos infectados del
género Anopheles. Otras vias de transmision, mucho menos frecuentes, son: la
via vertical y la transfusional (transfusion sanguinea, accidente de laboratorio,

jeringuillas en los adictos a drogas intravenosas) (Puente et al., 2005).
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1.2. Sintomas

La malaria es una enfermedad febril aguda. En una persona no inmune, los
sintomas generalmente aparecen 10-15 dias después de la picadura del mosquito
infectante. Los primeros sintomas (fiebre, dolor de cabeza y escalofrios) pueden
ser leves y dificiles de reconocer como malaria. Si no se trata dentro de las 24
horas, la malaria por P. falciparum puede progresar a una enfermedad grave, que
a menudo conduce a la muerte. Los nifilos con malaria severa con frecuencia
desarrollan uno o mas de los siguientes sintomas: anemia severa, dificultad
respiratoria en relacion con la acidosis metabdlica o malaria cerebral. En adultos,
la afectacion de multiples 6érganos también es frecuente. En areas endémicas de
malaria, las personas pueden desarrollar inmunidad parcial, lo que permite que

ocurran infecciones asintomaticas (WHO, 2017Db).

1.3. Carga Global de Malaria

En 2018, se estima que hubo 228 millones de casos de malaria en todo el
mundo, en comparacion con 251 millones de casos en 2010 y 231 millones de
casos en 2017.

La mayoria de los casos de malaria en 2018 se produjeron en la Region de
Africa (93%), seguida de la Region de Asia Sudoriental (3,4%) de los casos y

la Region del Mediterraneo Oriental (2.1%).

Diecinueve paises en Africa subsahariana e India sumaron casi el 85% de la carga
mundial de malaria. Mas de la mitad de todos los casos de malaria en todo el
mundo se concentré en seis paises: Nigeria con 25%, la Republica Democrética
del Congo con 12%, Uganda 5% y Costa de Marfil, Mozambique y Niger con 4%
cada uno (OMS, 2019).
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1.4. Muertes por Malaria

En 2018, se estimaron 405.000 muertes por malaria en todo el mundo,
comparado con 416.000 muertes estimadas en 2017 y 585.000 en 2010.

Los nifios menores de 5 afios son el grupo mas vulnerable afectado por la
malaria. En 2018, este grupo represento el 67% de todas las muertes por
malaria en todo el mundo.

El 94% de todas las muertes por malaria en 2018 se produjo en la Region de
Africa. A pesar de ser la region que alberg6 la mayor cantidad de muertes por
malaria en 2018, también es la regién donde se produjo 85% de la reduccién
de muertes conseguida globalmente en 2018, 180.000 muertes menos, en
comparacion con 2010 (OMS, 2019).

1.5. Malaria en Panama

Panama enfrentd una epidemia de Malaria entre los afios 2002-2004 (PAHO,
2008). Después de intensos esfuerzos, se redujo el numero de casos reportados
anualmente. Debido a los bajos niveles de Malaria, Panama entré en la etapa de
pre-eliminacion para la erradicacion total de la Malaria (Hurtado et al., 2014). Pero
en el aflo 2019, el MINSA report6 1,235 casos de malaria. Estos casos provenian

principalmente de Darién y Kuna yala (MINSA, 2019).

En nuestro Pais las zonas mas vulnerables corresponden a las comarcas y zonas
marginadas en general. Cuando no hay servicios de salud permanentes, estas
comunidades indigenas se vuelven vulnerables y aumenta la morbilidad vy
mortalidad (Steketee, 2001). En Panama, las comarcas indigenas son las mas

afectadas, ya que son aisladas durante el crecimiento econémico y tener acceso
13



a un servicio de salud de calidad es generalmente imposible; mas que nada
debido a barreras geogréficas, economicas y sociales (Céceres et al., 2017).

Estos factores han hecho que la Malaria persista en estas regiones.
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2. CICLO DE VIDA DE PLASMODIUM

El ciclo de vida de todas las especies del género Plasmodium que afectan al ser
humano es esencialmente el mismo; comprende una fase sexual exdgena
(esporogonia) donde se da la multiplicacion dentro del mosquito y una asexual
endogena (esquizogonia) donde la multiplicacién del parasito se da dentro del
hospedero vertebrado (Garba & Gatsing, 2007). A continuacion, se describen con

mas detalle las fases del ciclo de vida.

2.1. Fase exdgena

Comprende la fase sexual del ciclo e inicia cuando un mosquito no infectado pica
a una persona que ya ha sido infectada con el parasito de la malaria. Dentro del
mosquito se desarrollan los gametos. La fecundacion del gameto masculino y
femenino da como producto un cigoto movil (ovocineto), el cual se adhiere a las
paredes del estbmago y se desarrolla hasta llegar a ser un ooquiste. Dentro del
ooquiste se forman los esporozoitos que luego se desprenden y migran hacia las
glandulas salivales del mosquito; listos para infectar a un nuevo hospedero: un ser
humano susceptible (Ash & Orihel, 2010). La figura 1 muestra el ciclo dentro del

vector.

Gametocitos

Figura 1. Ciclo esporogénico dentro del vector. Fuente: Luis Garcia
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2.2. Fase endogena
Esta fase asexual inicia una vez que el mosquito hembra, infectado, ha picado a
su hospedero y libera los esporozoitos que entran al torrente sanguineo. Estos
esporozoitos se trasladan al higado. Los esporozoitos se transforman a
merozoitos en las células hepéticas y lisan las células saliendo miles de
merozoitos a invadir el torrente sanguineo, con el fin de infectar a glébulos rojos y
generar mas parasitos (Tortora et al., 2007). Una vez que se encuentra dentro del
eritrocito, el parasito pasa por los 3 estadios principales: anillo, trofozoito y
esquizonte. Ya lisada la célula roja, los merozoitos escapan e invaden mas
eritrocitos de forma masiva. Algunos merozoitos invasores se diferencian en
formas sexuales (gametocitos) masculinas (microgametocitos) y femeninas
(macrogametocitos). Si otro mosquito se alimenta de la sangre que contiene tal
forma sexual de parésitos, se infecta. La figura 2 muestra el ciclo de vida del

parasito en el ser humano.
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Figura 2. Diagrama del ciclo de vida del parasito Plasmodium. Fuente:
https://www.cdc.gov/dpdx/malaria/
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3. CAMBIOS DE LAS PROPIEDADES MAGNETICAS EN LA
CELULA AL SER INFECTADA POR P. FALCIPARUM.

El eritrocito es una célula vital para el cuerpo humano, ya que su funcién principal
es transportar el oxigeno a diferentes 6rganos y tejidos. También se encarga del
intercambio de diéxido de carbono. A esta célula sin nucleo la caracteriza la
presencia de una hemoproteina llamada hemoglobina. Esta hemoglobina se
compone de una parte proteica (globina) y un grupo prostético (grupo hemo)
(Nomura et al., 2001). Este grupo hemo esta formado de un i6n ferroso (Fe2+)

contenido dentro de una porfirina [protoporfirina 1X].

Una vez infectado, el eritrocito sufre cambios en muchos aspectos de su biologia;
afectando muchas de sus propiedades como las propiedades magnéticas. Afos
atras, Pauling y Coryell, pioneros en el estudio de las propiedades de la sangre,
caracterizaron a la sangre oxigenada (eritrocitos sanos) como un material
diamagnético (Pauling & Coryell, 1936). Pero la situacion cambia drasticamente
al ser invadido el eritrocito por Plasmodium falciparum. Durante su estadia dentro
de la célula, este plasmodio degrada alrededor del 75% a 80% de la hemoglobina,
liberando al grupo hemo. Los electrones que se liberan producto de la oxidacion
del hierro del grupo hemo crean especies reactivas en presencia de oxigeno que
resultan toxicas para el parasito debido a que dafan la membrana celular
(Vasquez y Tobon, 2012). Por lo tanto, a través de un método de detoxificacion,
Plasmodium cristaliza este hierro residual y lo convierte en hemozoina. La
presencia de este nanocristal transforma a la célula en un material paramagnético,
es decir, un material que responde parcialmente ante la presencia de campos

magnéticos externos.
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3.1. La Hemozoina

Una caracteristica de los glébulos rojos infectados con Plasmodium, es la
presencia de un pigmento maléarico, también conocido como hemozoina. La
hemozoina, es un nano cristal el cual se forma durante la degradacion de la
hemoglobina, en donde se libera el grupo hemo y esta accion segun algunos
autores, podria generar estrés oxidativo en el parasito. Por lo tanto, Plasmodium
lo detoxifica convirtiéendolo en hemozoina (Aparicio, 2015). Plasmodium. no es el
Unico parasito que forma este pigmento, ya que otros organismos hematéfagos
gue se alimentan de sangre también producen hemozoina (Lvova et al., 2016;
Egan, 2018), como Schistosoma mansoni y Rhodnius prolixus (Oliveira et al.,
2005). Sin embargo, la hemozoina se ha convertido en el objeto principal de
estudio en investigaciones relacionadas con la malaria. Debido a la gran
importancia que tiene la hemozoina en el metabolismo de Plasmodium spp.,
muchos investigadores han estudiado este biocristal, describiendo sus

propiedades a nivel 6ptico, eléctrico y magnético.

3.2. Caracterizacion de la hemozoina

Desde el punto de vista optico, la hemozoina es un material anisotropico, es decir
gue, por su geometria y arreglo molecular, sus cualidades varian dependiendo de
la direccidn en que se analicen. También se describe este cristal como un material

Optico no-lineal y con dicroismo (Coronado et al., 2014).

En cuanto a sus caracteristicas a nivel eléctrico, la literatura no muestra ain una
informacion clara sobre las propiedades eléctricas de la hemozoina. Podemos
encontrar algunos resultados preliminares sobre experimentos realizados con la
hemozoina haciendo uso de \voltametria (Hyeon et al., 2018).

Desafortunadamente, la voltametria es un método utilizado para obtener
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resultados cualitativos de una solucion mediante procesos electroquimicos y no
brinda datos cuantitativos como permitividad eléctrica o constante dieléctrica,
parametros que permiten caracterizar eléctricamente a un material. Por otro lado,
Giacometti et al., llevaron a cabo experimentos con b-hematina, una forma
sintética de la hemozoina natural que posee propiedades similares a la hemozoina
formada dentro del parésito (Dilanian et al., 2017), utilizando técnicas de medicién
de impedancia en el material y obtuvieron valores de impedancia altos (10%?
ohmios), valor que les permitio clasificar a la b-hematina y a la hemozoina (segun

ellos) como un material aislante a nivel eléctrico (Giacometti et al., 2018).

Desde el punto de vista magnético, la hemozoina ha sido clasificada por muchos
autores como un material paramagnético, ya que al ser expuesto a campos
magnéticos externos los valores de susceptibilidad magnética obtenidos son los
mMiSMOs que presentan otros materiales paramagnéticos, es decir dentro del rango
de 10y 10 (Coronado et al., 2014; Hackett et al, 2009; Giacometti et al., 2018).
También se ha reportado en la literatura opiniones que confrontan esta hipotesis
de la hemozoina mostrando propiedades paramagnéticas, como es el caso de
Inyushin et al quienes, a través de experimentos con magnetémetros y bobinas,
obtuvieron valores de susceptibilidad magnética extremadamente altos (entre
3000 y 6000), por lo que clasifican al cristal de hemozoina como un material
superparamagnético (Inyushin et al., 2018). Lai et al también menciona a la

hemozoina como un material superparamagnético (Lai et al., 2010).

A pesar de esta diferencia de opiniones entre autores, no hay duda alguna que la
hemozoina es un material que presenta una susceptibilidad a la exposicion de
campos magneéticos y esta respuesta puede ser utilizada para estudiar al parasito
con mas detalle. Es por esta razon que se ha convertido en principal objeto de
estudio para comprender mejor a Plasmodium y encontrar mecanismos para

acabar con la Malaria.
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4. CARACTERIZACION MAGNETICA DE P. FALCIPARUM EN
EXPERMENTOS IN VITRO: ESTADO DEL ARTE.

Feaguin y Lai realizaron experimentos con campos magnéticos oscilantes, sobre
muestras de sangre infectada con P. falciparum y sus resultados muestran el
efecto nocivo que estos campos magnéticos, variables en el tiempo, tienen sobre
el parésito, afectando su viabilidad y disminuyendo los porcentajes de parasitemia
(Feaguiny Lai, 2010). Gilson et al., utilizaron un magneto permanente de neodimio
(uno de los tipos de magneto mas fuertes que hay) y generaron movimientos
circulares alrededor de viales conteniendo sangre infectada con P. falciparum,
creando asi un campo magnético rotatorio con una intensidad de 0.46 T a
frecuencias de 5 y 10 Hz (Gilson et al.,, 2018). Con estos mismos imanes
generaron un campo magnético estatico sobre las muestras de sangre infectada.
Luego de 48 horas de exposicion, observaron que el campo magnético estatico
habia ayudado en el crecimiento del parasito mientras que, el campo rotatorio,
habia provocado un dafio estructural dentro del parasito que fue visible a través
de microscopia optica, sin mencionar el efecto que tuvo en la viabilidad del
parasito al momento de obtener los resultados de parasitemia. Thompson et al
utilizaron una técnica de medicion magnética distinta que consistiéo en crear 3
bobinas, funcionando a una frecuencia de 5Hz. Cada bobina contenia viales con
muestras de sangre infectada con P. falciparum y cada una tenia diferentes
intensidades de campo magnético (0.682mT, 2.73mT y 6.82mT). Después de
haber expuesto las muestras de sangre infectada con Malaria a un campo
magnético variable durante 48 horas, sus resultados mostraron gran disminucion
de los porcentajes de parasitemia en los tratamientos, confirmando que este tipo

de campo magnético influye en la viabilidad del parasito (Thompson et al., 2011).

Ahora bien, hay varios parametros fisicos que estan directamente relacionados
con el tipo de efecto o resultado que se han observado en los trabajos

mencionados anteriormente; entre ellos esté la frecuencia, la intensidad de campo
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magnético que utilizan (voltaje y corriente aplicados) y si estos campos
magnéticos son estéticos, rotatorios u oscilantes. Este ultimo parametro (tipo
de campo magnético) es muy importante, ya que hace referencia a la variacién
del campo magnético en el tiempo y es determinante en el efecto que se produce
en sistemas bioldgicos (Photakamury et al., 1993). Es importante conocer la
diferencia entre el término estatico, oscilante y rotatorio. Se conoce como estético
al campo magnético que no varia en el tiempo, a diferencia del rotatorio que
precisamente por la rotacion que genera, crea un campo que esta presente por
un momento y luego desaparece, creando asi ciclos de exposicion. Sin embargo,
el campo magnético oscilante genera ondas que tienen, dependiendo del punto
exacto en que se midan, un valor magnético grande o pequefio, positivo 0
negativo. A diferencia del campo magnético rotatorio, la exposicion a campos

magnéticos oscilantes es constante.

Antes de entrar directamente en el tema de estudio principal de este trabajo,
utilizaremos la siguiente seccion para definir conceptos imprescindibles para la
comprension de todo lo que se relaciona con el magnetismo y diversos fenbmenos

gue lo acompanan.

5. ELECTROMAGNETISMO

Afnos atras, el fisico danés Hans Christian Oersted, en 1820, observo que la
orientacién de la aguja de una brdjula puede cambiar por la accion de una
corriente eléctrica de forma semejante a como lo hacia un iman. Observo que
alrededor de un conductor de electrones se forma un campo similar al que se
forma en un iman. Esto lo condujo a la hipétesis de que la electricidad y el
magnetismo estan relacionados (Galar, 1988). Para este trabajo, decidimos
enfocarnos solamente en el uso de campos magnéticos de naturaleza variable,
gue al final van a depender de estimulos eléctricos. No hacemos uso de campos
electromagnéticos como tal, porque ya se ha explorado esta area con otros

trabajos dentro del proyecto del cual este trabajo también forma parte. Pero la
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razon principal por la que se utiliz6 solamente magnetismo se debe a la
susceptibilidad magnética que presenta el cristal de hemozoina durante la
exposicion a campos magnéticos; todo gracias a la composicion paramagnética
de este nano cristal. Para este trabajo, nos enfocamos solamente en el uso de
campos magneéticos, que al final van a depender de estimulos eléctricos. No
hacemos uso de campos electromagnéticos como tal, porque ya se ha explorado
esta area con otros trabajos dentro del gran proyecto del que este trabajo, también
forma parte. Pero la razon principal por la que se utilizé6 solamente magnetismo
se debe a la susceptibilidad magnética que presenta el cristal de hemozoina
durante la exposicion a campos magnéticos, susceptibilidad que ya esta descrita

en la literatura. Todo gracias a la composicién paramagnética de este nano cristal.

6. ¢Queé es el magnetismo?

Este fendmeno se origina por la presencia de dipolos magnéticos a nivel atdbmico
en el material (Arechalde, 2006). A los materiales que poseen esta propiedad de
atraccion se les denomina imanes. Aunque estos imanes se clasifican en
diferentes categorias segun el poder de atraccidén (permanentes o temporales), la
composicion a nivel estructural es general: dos polos magnéticos opuestos
unidos por una linea neutra (Martin, 2012). A menudo cuando hablamos de
magnetismo también se incluye la electricidad y es que ambos fen6menos estan
estrechamente relacionados. Ya desde el siglo XIX se observaba que los campos
eléctricos podian generar efectos magnéticos o, mejor dicho, campos

magnéticos como el que genera un iman.
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6.1. Campos magneéticos
Cuando un objeto es magnetizado se crea un campo magnético y este mismo
objeto puede magnetizar a otro gracias a ese campo. Los campos magnéticos
dependiendo de su variacion en el tiempo se clasifican en oscilantes [variables] o
estaticos [constantes] y de acuerdo con la distribucién de su intensidad se
clasifican en homogéneos [intensidad uniforme] o heterogéneos [la intensidad
disminuye proporcionalmente con la distancia del centro] (Photakamury et al.,
1993). La intensidad de los campos magnéticos tiene una direccion que esta
determinada por lineas imaginarias, que inician su recorrido desde un polo
magnético (generalmente norte) y salen por el polo opuesto (generalmente sur).
La figura 3 muestra el sentido en el que se mueve el campo magnético en

presencia y ausencia de corriente eléctrica.

H . H
(A) (8)

/
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s

Figura 3. Lineas imaginarias que sefialan la orientacion de la Intensidad de un campo
magnético generado por (A) dipolos y (B) corriente eléctrica.

También es posible generar corriente eléctrica o una fuerza magnetomotriz
(FEM) a través de un campo magnético. A esto se le conoce como Induccion

magnética.
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6.2. Induccion magnética
La induccion magnética (B) es el proceso mediante el cual un flujo magnético
variable induce una corriente o fuerza electromagnética a través de una
superficie. Como el campo magnético es proporcional al nimero de lineas de
campo magnético por unidad de area (como se observa en la figura 3), el flujo
magnético es proporcional al numero de lineas que atraviesan el area (Tipler &
Mosca, 2005).

En el vacio, la densidad de flujo magnético es directamente proporcional a la

intensidad de campo magnético (H). Esta relacion esta dada por:

B = uoH (1)

en donde B representa la densidad de flujo magnético en Tesla, uo es la
permeabilidad al vacio (4 * 10~7 T * m/A) y H representa el campo magnético
externo. En los materiales, el paso de este flujo magnético a través de la superficie
dependera de la permeabilidad del mismo material (Wildi, 2007). Por lo tanto, es
posible utilizar la permeabilidad magnética al momento de analizar el flujo

magnético. La siguiente ecuacion describe esa relacion:

B = uourH (2)

En donde B es el flujo magnético, uo es la permeabilidad magnética del aire, H es
el campo magnético externo y ur es la permeabilidad magnética relativa del

material.
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Todo material tiende a responder a los campos magnéticos y esta respuesta
puede ser positiva 0 negativa; pequefia o grande en cuanto a su intensidad. Esta
respuesta depende de una propiedad intrinseca de cada material, llamada

susceptibilidad magnética.

6.3. Susceptibilidad magnética: volumétrica, molar y méasica

La susceptibilidad magnética (x) es una constante adimensional que representa
el grado de magnetizacion a la que puede ser sometido un material al ser expuesto
a un campo magnético (Arechalde, 2006). Esta magnetizacion dependera de la

intensidad del campo magnético aplicado, por lo que podemos definir a x como:

M = x H = x(B /uo) (3)

en donde M es la magnetizacion en el material, H la intensidad del campo
magnético, B es el campo magnético fisico, uo es la permeabilidad magnética del
aire y X, que por ser una constante es adimensional, representa la susceptibilidad
magnética del material. También es posible encontrar el valor de la susceptibilidad
magnética de un material a través de la permeabilidad relativa (concepto que sera

definido mas adelante en esta seccidn), utilizando la siguiente ecuacion:

u=ur*uo =uo(1l+x) (4)

en donde u es la permeabilidad magnética absoluta del material, ur es la
permeabilidad relativa (generalmente relativa al aire), uo es la permeabilidad del

aire y x es la susceptibilidad magnética del material.

Los materiales poseen distintos valores de susceptibilidad magnética entre si y

esto valores dependeran de su estado magnético, es decir, si son diamagnéticos,
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paramagnéticos o ferromagnéticos (se explicaran estos conceptos mas adelante
en esta seccion). En la tabla | se observa la clasificacion de los materiales segun
sus propiedades magnéticas, incluyendo los rangos de susceptibilidad vy
permeabilidad magnéticas que deberiamos encontrar en cada uno de ellos,

tomando como referencia la permeabilidad magnética del aire.

Tabla l.Susceptibilidad y Permeabilidad magnética de los materiales.

Nombre Susceptibilidad Permeabilidad

Diamagnético x <0 x<<1 u <uo
Paramagnético O<x<<1 U > uo
Ferromagnético x>0yx—> o u <uo

Obtener la susceptibilidad magnética de materiales ferromagnéticos, por ejemplo,
es mucho mas facil debido a su fuerte respuesta a campos magnéticos externos
y sus altos valores. Sin embargo, en los materiales paramagnéticos no es tan
sencillo, debido a que sus valores suelen ser bastante pequefios y se encuentran
dentro de un rango variado. Cuando se trata de un material biolégico la situacion
se vuelve aun mas complicada, puesto que estos, por ser de origen biolégico,
generan comportamientos mas complejos. Muchos de estos se representan como
mezclas, con diferentes componentes dentro de ellos. En los cultivos de Malaria,
los eritrocitos infectados con P. falciparum se encuentran suspendidos en un
medio cuya composicion y propiedades magnéticas difieren de los eritrocitos
infectados, ademdas de tener presente eritrocitos no infectados que también
presentan una susceptibilidad magnética diferente. Por lo tanto, podriamos
clasificar estos cultivos, como una mezcla de varios elementos. Dependiendo del
material que se estudie, las unidades con las que se esté trabajando y lo que se
esté buscando, la susceptibilidad magnética puede ser representada en términos
de volumen, molaridad o masa. Kuchel et al nos presentan 3 ecuaciones para

encontrar la susceptibilidad magnética de soluciones; esto segun la ley de
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Wiedemann. Esta ley establece que la susceptibilidad magnética de una solucion
es la suma de las susceptibilidades magnéticas de cada uno de los componentes
de esa mezcla (Kuchel et al., 2003). Si se trabaja con unidades de volumen, la

forma matematica para denotarlo es la siguiente:

N N
X (mixture) = Z Vixi Z Vi )
i=1

i=1

donde Vi es el volumen de la mezcla, ocupada por la sustancia i, cuya
susceptibilidad magnética es Xi. Si por el contrario se esta trabajando con
unidades en masa, la susceptibilidad magnética puede ser denotada de la

siguiente manera:

i=1

N N
x(mixture) = 171X e / > m -

donde X mass es la susceptibilidad masica y mi son las masas de los
componentes de la mezcla. Hay una manera de relacionar ambos tipos de
susceptibilidad, tanto la masica como la volumétrica y es a través de la densidad.
Ya que mi = piVi, en donde pi es la densidad de los componentes i, la relacion
entre ambos tipos de susceptibilidad (masica y volumétrica) vendria dada por la

siguiente ecuacion:

Xmass,i = Xvol, iVi (7)
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donde V es el reciproco de la densidad, conocido como volumen especifico
parcial.

También es posible representar la susceptibilidad a través del nimero de moles
de una mezcla. En dado caso, la ecuacion seria la siguiente:

N

N
X (nliXture) — Z n'iXmu].f—, Z Tl‘i (8)

i=1 i=1

en donde ni es el numero de moles de los componentes y Xmol representa la

susceptibilidad magnética molar.

6.4. El efecto de la temperatura en los estados magnéticos: Ley de
Curie

La temperatura juega un papel importante en la susceptibilidad magnética de
algunos tipos de material, principalmente en los materiales magnéticos. En 1886
el fisico Piere Curie observo que la magnetizacién dependia de la temperatura, al
observar un proceso llamado desmagnetizacidon en sustancias metalicas. Esto
ocurria a ciertas temperaturas (propias de cada sustancia). A esta temperatura la
llamé Temperatura o Punto de Curie. Durante la desmagnetizacion el material
pierde sus propiedades magnéticas, es decir, sus dominios (agrupaciones de
atomos en una region del material que presentan magnetizacion uniforme) se
desordenan y la magnetizacién ya no es uniforme en todo el material (Gomez,
2019). Pero este efecto no se observa en todos los materiales magnéticos por
igual. Tenemos, por ejemplo, el caso de los materiales diamagnéticos que poseen
una susceptibilidad magnética negativa e independiente de la temperatura
(Tipler, 2004). Los materiales paramagnéticos tienen valores de susceptibilidad

pequefios, positivos y dependientes de la temperatura. En cambio, los
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materiales ferromagnéticos, que tienen un valor de susceptibilidad magnética
positivo y alto, se comportan como materiales paramagnéticos al llegar al punto
o temperatura de Curie. El rango de esta temperatura va desde unos cientos a mil
grados Celsius (Cheng, 1997).

6.5. Histéresis magnética

En casi todos los materiales hay pérdidas magnéticas en forma de calor al llegar
a ciertas temperaturas, principalmente en los materiales ferromagnéticos. La
palabra “histéresis” significa retardo y hace alusion a la dificultad que tiene un
material para volver a su estado magnético original. En otras palabras, ocurre
como resultado del hecho de que los dipolos magnéticos no son perfectamente
elasticos y no vuelven a su posicion original al retirarles el campo magnético
externo. Este fendmeno se representa a través de un ciclo o bucle de histéresis,
gue es una manera grafica de representar el desfase entre la fuerza
magnetizadora externa y la densidad de flujo en el material (Gémez de Leodn,
2004). La figura 4 (A) muestra el bucle de histéresis de un material no magnético
gue a diferencia de (B), es bastante delgada. Esto nos indica que este material
tiene una alta permeabilidad y baja cantidad de magnetismo residual. Por otro
lado, los materiales fuertemente magnéticos poseen bucles de histéresis mucho

mas anchos. Mientras mas anchos sean estos bucles, el material tendra una baja
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permeabilidad y una alta cantidad de magnetismo  residual.

—f— ,,

B B

(MATERIAL NO MAGNETICO) (MATERIAL MAGNETICO)

Figura 4. Ciclo de histéresis de materiales (A) no magnéticos y (B) magnéticos.

6.6. Propiedades magnéticas de los materiales

El magnetismo en los materiales es originado por el espin intrinseco del electron
y por su movimiento orbital alrededor del nucleo, que genera un flujo de carga o
corriente alrededor del nucleo (William & Smith, 2000). EI momento dipolar
magnético determina la interaccidon entre los electrones y el campo magnético
aplicado (Kane & Morton, 1989). Lo que permite que los campos magnéticos
tengan un efecto en algun material es, precisamente, el momento magnético de
los electrones que conforman dicho material. Dependiendo de su respuesta a
estimulos provenientes de campos magnéticos externos, estos materiales se

clasifican en diamagnéticos, paramagnéticos y ferromagnéticos.

En el caso de los materiales diamagnéticos, al estar en presencia de un campo

magnético externo se induce un momento magnético interno que se opone al
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campo magnético aplicado. En consecuencia, los materiales diamagnéticos son
repelidos por otros campos magnéticos. La susceptibilidad magnética de los
materiales diamagnéticos es muy pequefia y de valores negativos (William &
Smith, 2000). Algunos ejemplos de materiales diamagnéticos son el agua, oro,
cobre, bronce, entre otros. Sus valores de permeabilidad magnética son inferiores
a 1y suinduccién magnética también es negativa. El diamagnetismo, a diferencia
del paramagnetismo o ferromagnetismo, es un comportamiento muy débil que se
encuentra en casi todos los materiales, pero se ve opacado por el

paramagnetismo o ferromagnetismo que expresan muchos materiales.

En los materiales paramagnéticos, por el contrario, se induce una magnetizaciéon
gue se alinea en forma paralela con el campo magnético aplicado que lo causo6
(Blundell, 2001). La alineacion dependera de la intensidad del campo magnético.
Sin un campo magnético aplicado, estos momentos magnéticos apuntan en
direcciones aleatorias porque los momentos magnéticos en los atomos vecinos
interactian muy débilmente entre si y se puede suponer que son independientes
(Blundell, 2001). Esto tiene mucho que ver también con los electrones
desapareados, ya que en el caso de los materiales diamagnéticos no hay
electrones desapareados y el momento magnético de los electrones es cero. En
los materiales paramagnéticos si encontramos electrones desapareados, con un
momento magnético diferente a cero. Algunos ejemplos de este tipo de material
son el sodio y el aluminio e inclusive, nuestro material de estudio: la hemozoina,

gue les confiere propiedades paramagnéticas a los eritrocitos.

Al igual que en el paramagnetismo, las propiedades de los materiales
ferromagnéticos estan determinadas por los momentos magnéticos individuales
de cada atomo. La diferencia esta en que, en los materiales ferromagnéticos, la
mayoria de los atomos (sino todos), estan muy cercanos entre si y cada uno de
€sS0S momentos magnéticos interactian entre si, dando como resultado un
momento magnético resultante. Es por esto por lo que, al ser expuestos a un

campo magnético mantienen esa imanacion, aun si se les retira el campo
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magnético externo (Kittel, 2005). Algunos ejemplos de estos materiales son el
hierro, cobalto, niquel y aceros. En los materiales paramagnéticos, los atomos
estan mas dispersos entre si, por lo tanto, las interacciones entre los momentos

magnéticos son mas débiles (Hlawiczka, 1997).

6.7. Permeabilidad magnética absolutay Permeabilidad magnética
relativa
Otra propiedad importante en los materiales que determina su respuesta a
campos magnéticos externos es la permeabilidad magnética. Cuando hablamos
del concepto de permeabilidad, nos referimos a una propiedad del material, que
le permite el paso a un flujo que, en este caso, es un “flujo magnético” que circula
a través de su superficie. En el caso de los materiales magnéticos se utiliza el
término permeabilidad magnética absoluta (u), que no es mas que una relacion

entre la induccion magnética y la intensidad de campo magnético (Ortega, 2001).

La permeabilidad relativa (ur) por otro lado, permite observar la densidad de
flujo magnético del material, en relacién con la densidad de flujo magnético del
aire (Wildi, 2007). En otras palabras, es el cociente entre la permeabilidad
absoluta del medio especifico y la permeabilidad del vacio. Esta dada por la
siguiente ecuacion:

)2

M, =—"—
1, (9)

donde ur es la permeabilidad relativa, u es la permeabilidad absoluta del

material y uo es la permeabilidad magnética al vacio.
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7. TECNICAS EXPERIMENTALES UTILIZADAS PARA
CARACTERIZAR LAS PROPIEDADES MAGNETICAS DE P.
FALCIPARUM

7.1. Para generar diagnosticos.

Los procedimientos y dispositivos utilizados para generar diagnosticos de malaria
siguen siendo un debate, ya que los métodos creados hasta ahora presentan
algunas limitaciones como la falta de sensibilidad en la deteccion de la
enfermedad con parasitemias muy bajas o dispositivos que requieren de gastos
economicos elevados. Incluso la técnica estandar de diagnostico y la mas utilizada
desde hace siglos (microscopia Optica), presenta limitaciones principalmente en
paises en desarrollo y continentes que luchan con gran cantidad de pobreza como
puesto que el solo adquirir unos microscopios para sus centros de salud y
capacitar técnicos requiere de una buena inversion econémica (WHO, 2009). La
microscopia Optica permite visualizar directamente al parasito permitiendo,
distinguir entre los diferentes estadios. Sin embargo, la técnica posee mucha
variabilidad, ya que depende de la cantidad de campos analizados y el método de
analisis que se utilice para calcular la parasitemia dentro de los campos (Markler,
1998).

Tiempo después, surgieron las pruebas de diagnostico rapido (RDT'S por sus
siglas en inglés). Estas pruebas de diagnéstico se basan en la
imunocromatografia, detectando antigenos de la malaria, como lo son la aldolasa
o lactato dehidrogenasa, presentes en la sangre periférica durante la infeccién
(Newman et al, 2008). La ventaja de esta técnica de diagndstico es su portabilidad,
ya que puede ser transportada a las zonas endémicas y de dificil acceso. Ademas,
solo requiere de 15 minutos para obtener resultados y no requiere de un

entrenamiento especializado para llevarla a cabo. Su desventaja es que son
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costosas en comparacion a la microscopia 6ptica, no brindan datos cuantitativos
y son inservibles cuando se tienen parasitemias muy bajas (menos de 100
parasitos/uL).

Las pruebas de reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) se unen al grupo de técnicas estdndares utilizadas también para
diagnosticar malaria. Con estas pruebas es posible detectar niveles de
parasitemia muy bajos (5 parasitos/uL y hasta 0.0004 parasitos/uL aprox.), al
contrario de los frotis sanguineos o pruebas RDT que no detectan parasitemias
tan bajas (WHO,2000; Moody, 2002; Rubio et al., 1999). Sin embargo, aunque las
pruebas de PCR son las mas sensitivas, también son las mas costosas. No
pueden ser utilizadas fuera de un laboratorio debido a todos los reactivos que se
necesitan para su elaboracion (que son de por si muy costosos) y el tiempo que
toma obtener los resultados (Smith et al., 1999). Estas pruebas no son portatiles
y si lo fueran, los equipos para utilizar serian muy costosos como para llevarlos
hasta las zonas endémicas, en donde las altas temperaturas y humedad dafiarian
las muestras. Desafortunadamente, son los paises en via de desarrollo y con
mayor pobreza, los que mas batallan contra la Malaria y poder costear este tipo
de herramientas de diagndstico es muchas veces, imposible (Hanscheid &
Grobusch, 2002). Por esta razén, ha sido imprescindible continuar con la
busqueda de, no solo nuevos dispositivos de bajo costo, si no también nuevas
técnicas que brinden gran sensibilidad. A continuacion, presentamos una revision
bibliografica de algunos trabajos en los que se han utilizado técnicas magnéticas
experimentales, con el fin de crear y/o complementar técnicas para el diagnostico

de Malaria.

Se ha comprobado que es posible también obtener mejores diagndsticos a través
de la concentracion de hemozoina, que conlleva a la obtencion de porcentajes de
parasitemia. Roch et al, utilizaron este método basado en las propiedades
paramagnéticas del cristal de hemozoina. Utilizando un sistema de medicion

bastante facil de construir y adquirir, lograron separar cristales de B-hematina de
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una muestra de eritrocitos lisados, simulando el rompimiento de las células en la
ultima fase del ciclo del parésito y también utilizan hemozoina natural de cultivos
de Plasmodium (cepa 3D7). Para llevar a cabo la captura de la B-hematina
utilizaron un ndcleo de acero delgado (en forma de cable) enrollado con niquel y
lo colocaron dentro de un tubo de plastico transparente muy delgado. Alrededor
de estos cables de acero habia magnetos permanentes de 0.45 T, a ambos lados.
La muestra entra a través de una jeringa y pasa por este embobinado, en donde
los cristales de b-hematina quedan adheridos. Al quitar el magneto el campo
magnético comienza a desaparecer y esto permite la liberacion de los cristales de
b-hematina. Para el experimento con hemozoina extraida de cultivos de malaria,
utilizaron un magneto hecho de microesferas magnéticas y realizaron el mismo
procedimiento descrito anteriormente. Aunque lograron determinar porcentajes de
parasitemias (bastante pequefios) de estas muestras a través de este método
magnético, Roch et al sugieren que hace falta mas investigacion y pruebas en
este tema, para poder utilizar esta data a nivel clinico, ya que es muy diferente
hacer experimentos con cultivos de laboratorio y cristales sintéticos que realizarlas
en pacientes con distintos niveles de avance de la enfermedad y diferencias a

nivel biolégico en cada uno.

Zimmerman et al nos presentan un método magnético, no invasivo para generar
diagnosticos que esta basado en la magnetoforesis, llamado microscopia de
deposicion magnética (MDM por sus siglas en inglés). La magnetoforesis utiliza
el movimiento de células de un punto a otro. Este movimiento se da por un cambio
en el gradiente magnético y este cambio se origina por el movimiento de las lineas
gue componen el campo magnético que esta siendo aplicado. En este caso, el
gradiente se forma por la presencia de dos magnetos permanentes compuestos
de un material férrico. El sistema construido por Zimmerman et al esta constituido
de jeringas que bombean constantemente muestra a través de unos tubos que
estdn a su vez conectados a una placa de deposicién unida a los magnetos
permanentes. Al pasar a través de los magnetos, las células infectadas son

separadas de las no infectadas. Las células no infectadas quedan en un recipiente
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de silicona, mientras que las células infectadas se depositan en la placa unida a
los magnetos. La explicacion de este efecto es que, la hemozoina que posee el
parasito, al ser magnéticamente susceptible, es atraida por los magnetos,
provocando que las células se depositen juntas. Una vez depositadas las células,
se extraen del recipiente y se realizan los frotis sanguineos correspondientes para
observarlos a través de microscopia 6ptica. Segun Zimmerman et al, esta técnica
permite que el microscopista o técnico encargado de observar la placa pueda
visualizar instantdneamente los campos de células infectadas sin tener que estar
buscando buenos campos que puedan ser contados. Este experimento se realizd
con las 4 especies de Plasmodium que infectan al hombre e inclusive con
gametocitos y en todos se dio el mismo resultado: todas las células infectadas
fueron atraidas hacia el campo magnético. Dentro de las células infectadas
depositadas en la placa se encontraron trofozoitos y esquizontes que es lo que se
esperaba puesto que son los estadios con mayor presencia de hemozoina. La
cantidad de anillos atraidos por el campo magnético de los imanes fue casi
insignificante por la poca (casi nula) presencia de hemozoina en ellos (Paul et al,
1981; Nalbandian et al, 1995; Moore et al 2006). Los beneficios de este método
es que no es costoso, no requiere de electricidad y sus componentes son faciles
de conseguir, ademas de que le facilita el trabajo al técnico a la hora de

diagnosticar.

Otra técnica utilizada para crear métodos de diagndstico mas eficientes es la
resonancia magnética (NMR por sus siglas en inglés). Karl et al utilizaron esta
técnica a través de un dispositivo que irradiaba un campo magnético de 1.4 T a
60 MHz, con el fin de detectar la presencia total de hemozoina en muestras de
sangre infectada (Karl et al., 2011). Aunque pudieron obtener una densidad de
8,000 a 10.000 uL -1 (0.2 % aprox.), cantidad que sobrepasa el limite de deteccién
de las pruebas RDT, PCR o la microscopia Optica, la técnica es menos sensitiva
gue otras ya investigadas (Hanscheid et al., 2007; Karl et al., 2008; Karl et al.,
2009; Romagosa et al., 2004; Scholl et al., 2004).
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Estos son solo algunos ejemplos de técnicas magnéticas utilizadas para crear
nuevos métodos de diagndéstico, basadas en las propiedades paramagnéticas de
la hemozoina. Cabe destacar que para estos experimentos se hace uso de
magnetos permanentes (campos estaticos) y no variables (a excepcion del dltimo
trabajo mencionado), puesto que los campos magnéticos estaticos tienden a
alinear y agrupar las células infectadas, que es lo que se busca en términos de
diagnostico. Sin embargo, no tienen un efecto de inhibicion en las células
infectadas con Plasmodium, al contrario, se ha visto que los ayuda a crecer
(Gilson et al, 2018).

7.2. Para el estudio de la viabilidad del parasito.

Debido a la alta resistencia que P. falciparum ha presentado por afios a las drogas
antimalaricas (Richards et al., 1997), era necesario desarrollar algan método
nuevo y alternativo a las drogas, que afectara la viabilidad del parasito.
Investigadores como Feaguin et al lo intentaron y lograron su objetivo. Su
experimento se basO en el uso de campo magnético oscilante a una baja
frecuencia e intensidad, para irradiar muestras de sangre infectada con P.
falciparum. Para esto, construyeron 2 bobinas Helmholtz de 16 cm de diametro,
con un embobinado de 250 vueltas cada una. La intensidad del campo magnético
fue 1.5 mT. La resistencia e inductancia de cada bobina era de 2.6 ohmy 15 mH,
respectivamente. El cultivo que utilizaron fue el clon C10 de P. falciparum vy el
protocolo de mantenimiento del cultivo utilizado por ellos fue el propuesto por
Trager y Jensen (Trager & Jensen, 1976). Los cultivos fueron mantenidos en
incubadoras a 37°C (temperaturas que simula la del cuerpo humano). Estos
cultivos ademas de parasitos poseen 5 % de hematocrito (gldbulos rojos) y medio

RPMI suplementado con gentamicina, glucosa, bicarbonato y suero humano. El
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medio era cambiado a diario por nuevo medio y gaseado con una mezcla de gases
(5% de Oz, 5% de CO2y 90% de N2). Antes de iniciar la irradiacién magnética, se
prepararon las muestras en platos de dilucion de 96 pocillos. Luego se colocaron
en una incubadora de 37°C en donde también se encontraban las bobinas,
separadas 8 cm entre ellas. Uno de los controles fue colocado en una incubadora
diferente y el otro fue puesto en la misma incubadora que las bobinas Helmholtz.
Ademas de realizar las placas para la lectura de parasitemia a través de
microscopia, también se analiz6 otra variable, que fue la incorporacién de
hipoxantina (precursor de ADN/ARN). Trabajaron a una frecuencia de 5 Hz, con
un duty ciclo de 1 segundo de irradiacion y 1.5 segundos de apagado. El tiempo
de exposicion magnética fue de 48 hrs seguidas. Los resultados finales mostraron
un efecto significativo por parte del campo magnético alterno de baja intensidad.
Los conteos en las placas a través de microscopia Optica mostraron una reduccion
de los porcentajes de parasitemia en las muestras expuestas al campo magnético
y en el control que se encontraba dentro de la misma incubadora que las bobinas.
La lectura de incorporacion de hipoxantina en las muestras tratadas y en el control
dentro de la misma incubadora, mostro una disminucién bastante significante en
la incorporacion de hipoxantina, en comparacion a la del control que fue colocado
en una incubadora por separado. Esto comprobé que la técnica magnética estaba

afectando la viabilidad del parasito.

Hackett et al utilizaron la espectrometria y la magnetometria (columnas
magnéticas) para enriquecer magnéticamente eritrocitos infectados con P.
falciparum (cepa 3D7 especificamente) y comprobar que mediante esta técnica
las propiedades magnéticas del hierro se ven alteradas y su susceptibilidad
magnética incrementa. Las mediciones de magnetometria fueron hechas con un
suceptémetro magnético y un sensor base superconductivo. Para los cultivos del
experimento se siguio el protocolo de Trager y Jensen para su mantenimiento
(Trager & Jensen, 1976). Los cultivos se utilizaron cuando la parasitemia se
encontraba entre un 6 y 10 %. Se realizaron placas antes y después del

tratamiento magnético y los resultados se contaron a través de microscopia éptica.
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No solo contaron parasitemia, sino que también tomaron en cuenta la densidad
de parasitos maduros en las placas (porcentaje de eritrocitos infectados con
estadios maduros del parasito). A través de otros métodos magnéticos como
magnetoforesis y fraccionamiento magnético (Paul et al., 1981; Moore et al.,
2006), se ha observado que, durante el ciclo de vida del parésito, el estado
qguimico del hierro en el grupo hemo cambia gradualmente hasta llegar a formar
la hemozoina. A través de la espectrometria, comprobaron que gran parte del
hierro presente en células infectadas con estadios maduros, se convierte en
hemozoina. Pero también observaron que, tanto en las células infectadas pasadas
por la columna, como en la fraccibn no magnetizada, hay un porcentaje de 34 %
aprox. de hierro paramagnético que no se convierte en hemozoina, si no en
metahemoglobina. Los valores de las células infectadas se encuentran en el rango
de 107, que coincide con los experimentos de otros autores. Estos modelos son
muy importantes y pueden ser utilizados como base en nuestro trabajo, para la
obtencion de susceptibilidades magnéticas volumétricas y molares en nuestros

experimentos en un futuro.

Thompson et al utilizaron una técnica de medicion magnética distinta, que
consistio en crear 3 bobinas que contenian viales con muestras de sangre
infectada con P. falciparum y cada bobina tenia diferentes intensidades de
campos magnético que dependian del numero de vueltas. Para la bobina de 250
vueltas la intensidad del campo magnético era de 0.682 mT; para la bobina de
1,000 vueltas la intensidad de campo era de 2.37 mT y para la bobina de 2,500
vueltas la intensidad de campo era de 6.82 mT, todos por debajo de 1 Tesla. Las
bobinas se conectaron a un generador de funciones cuya amplitud era de 20 Vpp
y la corriente utilizada fue de 0.767 mA. La cepa de P. falciparum utilizada en estos
experimentos fue 3D7 y su cultivo y mantenimiento se llevo a cabo siguiendo el
protocolo de Grimberg et al (Grimberg et al., 2008). El porcentaje de hematocrito
en el cultivo fue de 3%, mas bajo que los porcentajes utilizados por los otros 2
autores mencionados anteriormente. Los cultivos no estaban sincronizados, es

decir que el campo magnético iba a irradiar tanto anillos, como a los trofozoitos y
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esquizontes. Las muestras fueron irradiadas y a la vez, incubadas por 48 hrs para
después realizar las placas de las muestras tratadas y los controles para contar
los resultados manualmente. Sus resultados mostraron gran disminucién de los
porcentajes de parasitemia en las muestras tratadas conforme pasaban de 0 hrs
a 24 hrs y de 24 hrs a 48 hrs. Los resultados de las muestras tratadas con
diferentes campos magnéticos no fueron muy diferentes entre si, pero si hubo una
gran diferencia entre estas y el control. Segin Thompson et al, al aumentar la
intensidad del campo magnético el efecto de inhibiciébn en las muestras no se

magnifica, sino que se mantiene igual.

Gilson et al exploraron ambos tipos de campo magnético (estatico y oscilante) y
decidieron utilizar un magneto permanente de neodimio para generar un campo
magnético estatico de 0.46 T y a través de estos mismos magnetos crearon un
campo magnético rotatorio alrededor de las muestras infectadas con P.
falciparum, utilizando las frecuencias de 1, 5y 10 Hz (Gilson et al., 2018). El medio
de cultivo era cambiado a diario y a su vez se hacian placas para verificar que la
parasitemia se mantuviera por debajo de 6%. Al igual que Feaguin et al, Gilson et
al decidieron irradiar y a la vez, incubar las muestras por 48 horas para ver el
efecto en cada estadio. El volumen irradiado fue de 450 uL de cultivo, a 1% de
parasitemia y 4% de hematocrito. Se irradiaron todas las muestras con un mismo
campo magnético a 3 diferentes frecuencias: 0 (campo estatico), 1,5y 10 Hz. Las
muestras fueron incubadas a 37 °C. Los controles fueron colocados en la misma
incubadora que las muestras irradiadas, pero a una distancia en la que el campo
magnético no ejerciera efecto sobre ellos. Los resultados fueron analizados a
través de citometria de flujo y también se realizaron las placas correspondientes.
Los resultados mostraron que el campo magnético estatico ayudd en el
crecimiento del parasito mientras que el campo rotatorio provocé un dafio
estructural dentro del parasito que fue visible a través de microscopia optica. Las
parasitemias de los cultivos fueron disminuyendo en cada una de las frecuencias
utilizadas (excepto OHz) y conforme pasaban las 48 horas. El resultado mas

notable fue durante el estadio de esquizonte a 10 Hz, en donde se encontré el
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mayor numero de parésitos muertos. A 0 Hz (campo estatico), los parasitos,
especialmente esquizontes, crecieron bien e inclusive un poco méas con ayuda del
campo. Segun Gilson et al, el campo estatico produjo un alineamiento de los
grupos hemo libres, disminuyendo el desorden térmico y haciendo mas facil para

el parasito poder convertir este hierro libre residual en cristales de hemozoina.

Gracias a los resultados obtenidos en todos estos trabajos previos, sabemos que
utilizar campos magnéticos variables en el tiempo puede tener un efecto en la
viabilidad de Plasmodium falciparum. Ahora bien, aunque la metodologia en
cuanto al uso de bobinas es similar con algunos de estos trabajos, nuestros
experimentos difieren de ellos en algunos parametros utilizados como, por
ejemplo: el tiempo de incubacion, la intensidad de campo magnético, valor de las
frecuencias y el tiempo de irradiacion. Para este trabajo, replicaremos la técnica
de medicion basada en el uso de bobinas (Thompson et al., 2011, Feaguin & Lai,
2010). El tiempo de irradiacion, a diferencia de los trabajos ya descritos, sera de
45 minutos y el periodo de incubacion, que sera de 72 hrs, se llevara a cabo por
separado y no al mismo tiempo. También, utilizaremos un voltaje de 20 Vpp

durante la irradiacion magnética.
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8. MODELOS DE BOBINAS PARA MEDICION DE
PERMEABILIDAD MAGNETICA EN LiQUIDOS

En los trabajos mencionados anteriormente, el uso de bobinas era utilizado para
caracterizar el comportamiento magnético de muestras en estado liquido,
infectadas con Plasmodium, tomando en cuenta un parametro importante: la
susceptibilidad magnética que le otorga el cristal de hemozoina. Pero el uso de
bobinas también se extiende a la caracterizacion de otros materiales en estado
liquido que no son necesariamente biolégicos. Mayer & Polcar nos muestran una
forma de caracterizar ferrofluidos a través del uso de bobinas con diferentes

formas.

El primer experimento que realizaron fue con una bobina de forma toroidal, que
crearon embobinando hilo de cobre esmaltado alrededor de un molde con forma
de toroide. A lo largo del molde, se vertié el liquido magnético que iba a ser
caracterizado. El objetivo era obtener la permeabilidad magnética del material a
través del valor de inductancia de la bobina. Sin embargo, estos autores expresan
su desconfianza con el uso de este método, puesto que tiene mas desventajas
gue ventajas. Entre ellas esta que el campo magnético debe ser uniforme, para
reducir el porcentaje de error en las mediciones, pero es dificil lograr esto debido

a la forma de la bobina. Ademas, muchos liquidos magnéticos utilizan aceites
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como transportadores liquidos, lo que dificultaria la limpieza de la bobina y
posibles errores en las mediciones al cambiar de liquido magnético (Mayer &

Polcar, 2012). La figura 5 muestra un ejemplo 2D del toroide.

Figura 5. Configuracion de medicion de liquido magnético con bobina en forma de toroide.

Otro de sus experimentos consistio en probar algo distinto a una bobina con forma
de toroide, en donde utilizaron un contenedor cilindrico de vidrio, dentro del cual
vertieron liquido magnético. Colocaron una bobina cilindrica mas delgada y larga
dentro del contenedor (una especie de sonda) moviéndolo alrededor de este. La
figura 6 muestra el sistema de experimentacion y la formacién de las lineas del
campo magnético. Se midié la inductancia una vez la bobina estaba dentro del

liquido y antes de estar en contacto con él.
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Figura 6. Sonda de bobina sumergida en la configuracién liquida medida, presentando

lineas de fuerza magnéticas.

Este sistema presenta algunas desventajas, como el hecho de que la sonda puede
estar midiendo no solo la permeabilidad magnética del material dentro del
contenedor, sino también de materiales que estan fuera de este, en el exterior ya
gue el sistema no esta aislado. Esto altera los resultados en las mediciones. Sin
embargo, en términos de operacion y limpieza, es mucho mas facil su uso que el
de una bobina de forma toroide y se puede optar por utilizar diferentes
contenedores y varias sondas, para medir diferentes liquidos. Estos son solo
algunos ejemplos de las opciones que se tienen cuando se trata de crear bobinas
con el fin de caracterizar material a nivel magnético. La exactitud de los resultados

44



dependera del tipo de bobina y las técnicas que se utilicen para medir y determinar

parametros magneéticos.
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CAPITULO II:
METODOLOGIA
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En este capitulo, detallaremos la metodologia utilizada para exponer las muestras

de sangre infectada con P. falciparum a un campo magnético variable.

En previas investigaciones, muestras de sangre infectadas con P. falciparum son
expuestas a irradiaciones de microondas, las cuales son ondas
electromagnéticas a muy altas frecuencias, utilizando una cavidad resonante. A
diferencia de ese esquema, en nuestro caso, es de interés evaluar exclusivamente
el efecto que ondas magnéticas ejercen en la viabilidad del parasito. Para lograr
esto, es necesario elaborar un experimento con el que se pueda exponer las
muestras a ciertas condiciones, como, por ejemplo, que la onda de campo
magnético experimente variacion de la frecuencia a una intensidad magnética
especifica. Es bien sabido que la intensidad de campo magnético (H) se puede
crear utilizando un iman (el campo es creado naturalmente por dipolos
magnéticos) o una bobina (el campo es creado por el paso de una corriente
eléctrica). Para este trabajo, se utilizdé una bobina que, a su vez, formaba parte de

un circuito inductivo.
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2. ELABORACION DE UN CIRCUITO INDUCTIVO

La forma mas sencilla de un circuito inductivo contiene los siguientes elementos:
una bobina conteniendo un material magnético en su nucleo, acoplada a una
fuente de energia. La bobina se representa en un circuito eléctrico como una
resistencia (R) que representa las pérdidas en el material conductor, en serie con
una inductancia (L) que representa el elemento almacenador de energia
magnética. La figura 7 muestra una representacion de un circuito inductivo en

términos generales.

Figura 7. Representacidon general de un circuito inductivo.

Adicionalmente, tal como indica la Ley de Ampere, para crear el campo magnético

se requiere de una corriente eléctrica:

donde H es la intensidad de campo eléctrico, | es la longitud de la bobina, N es el

namero de espiras e i es la corriente eléctrica. Para crear esa corriente eléctrica
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se utiliz6 un generador de sefiales y el voltaje fue medido utilizando un

osciloscopio, tal como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Imagen del experimento: a) osciloscopio, b) generador de sefales, c) bobina

Nuestro elemento principal en el circuito inductivo es la bobina, puesto que dentro
de ella se encuentra la muestra, expuesta al campo magnético. La bobina esta
formada por espiras de cobre esmaltado, enrolladas alrededor de un esqueleto o
molde. Este esqueleto o molde puede ser cualquier tipo de material que pueda
soportar la tension y fuerza provocada por la presencia de tantas espiras juntas
formando capas. La geometria de la bobina escogida para este trabajo fue la de
un solenoide, debido a la manera en la que se distribuye el campo magnético y
la corriente a lo largo de la bobina. La figura 8 muestra esta distribucion de
corriente eléctrica y campo magnético. La intensidad del campo magnético en un
solenoide se concentra debido a la disposicién de las espiras que lo rodean.
Mientras mas vueltas o espiras tenga una bobina, mayor sera su intensidad de

campo magnético. Ademas, es posible jugar con el diametro y longitud de la
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bobina, lo que la hace moldeable para introducir en ella tubos de cualquier tamafio
y longitud. Esto permitié que se pudiera cubrir por completo la jeringa en la cual
se encontraba la muestra de sangre infectada, de manera que el campo llegara a
toda la muestra; otra ventaja de utilizar este tipo de geometria. Conductores con
otras geometrias, como la de un toroide, tienen una distribucién distinta, que no
permite generar un campo magnético concentrado y homogéneo. La figura 9

muestra la geometria de este conductor y la distribucién de su campo magnético.

Campo
magnético

Corriente

Figura 8. Distribuciéon del campo magnético y la corriente en una bobina con la geometria
de un solenoide. Las lineas azules representan el flujo magnético dentro del solenoide (en
donde el flujo es mayor) y alrededor de este (en donde el flujo magnético es menor).
También se observa la direccion en que circula la corriente. Ny S hacen referencia a los
polos nortey sur del campo. Fuente: https://misistemasolar.com/campo-magnetico/.
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Figura 9. Geometria de un toroide. Las lineas punteadas azules representan el campo
magnético y su direccidn. Las flechas rojas sefialan el punto de entrada y salida de la
corriente eléctrica. Fuente: https://misistemasolar.com/campo-magnetico/.

2.1 Prototipos de bobinas

Durante este trabajo, se construyeron varios prototipos de bobinas hechas a
mano, mostrados en la figura 10 y 11. Los solenoides de la figura 10 se
embobinaron con cable de cobre esmaltado alrededor de tubos de ensayo de
polietileno y vidrio; todas con diferente nimero de vueltas. Cada una de ellas
presento dificultades que impidieron su uso, como moldes muy fragiles y algunas
requerian volimenes de muestras muy grandes. Por otro lado, las bobinas de la
figura 11 se construyeron a partir de moldes impresos en 3D, alrededor del cual
se embobino cable de cobre esmaltado. Finalmente se eligio para los
experimentos finales de viabilidad, la bobina de 3,330 vueltas (figura 11 A). Se
eligié esta, bobina porque tenia el diametro exacto de la jeringa dentro de la cual
iba la muestra. Las otras 2 bobinas en cambio no calificaban del todo puesto que
una tenia un diametro mucho mayor que la jeringa y la otra, que, si tenia el
didmetro exacto, poseia una impedancia (resistencia al paso de una corriente

alterna) mas grande que todo el circuito junto, lo que provocaba caidas de voltaje.
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Los parametros magnéticos y fisicos de la bobina utilizada para los experimentos

finales se muestran en la tabla Il.

Figura 10. Primeros prototipos de bobina, desde la primera construida (izquierda a
derecha).
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Figura 11. Ultimas bobinas construidas. A) Bobina de 3,330 espiras (utilizada para los
experimentos finales), y 50 ohms de resistencia, B) Bobina de 2,500 espiras y 51 ohms, de
resistencia C) Bobina de 2,380 espiras y 50 ohms de resistencia.

Tabla Il. Parametros fisicos y magnéticos de la bobina de 3,330 vueltas

N Longitud | AWG Area | Inductancia | Impedancia | Intensidad | Flujo
(ndmero | (M) (calibre del | (m?) (H) (ohms) de campo | magnético
de cable de magnético | (Wb)
vueltas) cobre (M)
esmaltado)
3,330 0.048 28 1.54e- 0.066 50 0.03 4.62e-6
4

Los parametros fisicos de la bobina que aparecen en la tabla Il fueron medidos

directamente, a excepcion de la intensidad del campo y el flujo magnéticos.

Para calcular la intensidad del campo magnético se utilizé la siguiente ecuacion:

B=[(uox*i)/L]*N

(11)
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en donde B es la intensidad del campo magnético en tesla (T), uo es la
permeabilidad magnética del aire, i es el valor de la corriente eléctrica en amperios
(A), L es el valor de la inductancia de la bobina en henrios (h) y N el nimero de

espiras en la bobina.

Una vez obtenido el valor de B, fue posible determinar un aproximado del valor
del flujo magnético en la bobina. El flujo magnético nos permite saber cuanto de
esa intensidad de campo magnético esta circulando a través de la bobina, y, por
lo tanto, cuanto de ese campo est4, en teoria, pasando a través de la muestra que
esta siendo irradiada. Para obtener este valor de flujo, se utilizd la siguiente

ecuacion: (12)

O =BA (12)

en donde ® es el flujo magnético, B es la intensidad de campo magnético y A es

el area de la bobina.

Es posible obtener ese valor de flujo magnético si se conocen otros parametros

de la bobina y el material irradiado. La ecuacion 13 muestra esta relacion:

(13)

donde N es el numero de espiras en la bobina, i es la corriente eléctrica que
atraviesa la bobina, u es la permeabilidad magnética relativa del material, [ es la

longitud de la bobina y A es el area de la bobina.

54



Otros parametros como el voltaje del generador y el de la resistencia externa
también fueron medidos directamente con un multimetro y se verificaron a través
de las lecturas dadas por el osciloscopio. Los valores de voltaje y corriente
alrededor de la bobina fueron medidos con un “field fox”, un medidor de campo
eléctrico y de voltaje. Gracias a los valores brindados por este dispositivo, se
eligieron las frecuencias para trabajar en los experimentos (este punto se discutira
mas adelante en esta misma seccién). Debido a que la bobina estaba acoplada a
la jeringa, en donde estaba la muestra, no fue posible medir el campo magnético
o eléctrico en el nucleo del solenoide, puesto que ningun dispositivo entraba. La
Unica manera era medir sin la muestra, pero los valores no serian los mismos. Fue
a través de ecuaciones que se pudo obtener un aproximado del campo magnético
dentro de la bobina y que, en teoria, era el que llegaba a la muestra. EI campo
magnético dentro de la bobina que se obtuvo a través de la ecuacion 11, fue de
30 mT (0.03 T). Es importante resaltar que la intensidad del campo magnético
fuera de la bobina es menor que dentro de esta, pues es en el nucleo en donde
se concentra el flujo magnético. La tabla Ill muestra los parametros eléctricos de
la bobina y demas componentes del circuito (resistencia externa y fuente de
voltaje). Todos los parametros fueron obtenidos a través de mediciones directas,

a excepcion de la intensidad de la corriente.

Tabla lll. Parametros eléctricos de la bobinay otros elementos del circuito

Voltaje Intensidad de | Valor de la | Voltaje de la | Intensidad Voltaje de la | Intensidad de
generador la  corriente | resistencia | bobina a 7 |de corriente | boina a 4.9 |la corriente
de sefales | proveniente externa KHz (uV) de la bobina | MHz (mV) de la boina a
(valor del generador | (ohms) a7 KHz (uA) 4.9 MHz (uA)
aproximado) | (valor
en Vpp. aproximado)

en Amperios

22 0.44 100 254 5 9.3 190
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El valor de la corriente proveniente del circuito se obtuvo despejando I en la
ecuacion que expresa la ley de ohm:

V =1IR
(14)

I=V/R

en donde I/ es el voltaje del generador de sefales, R es el valor de la resistencia

externa e I el valor de a corriente eléctrica.

2.2. Caracterizacion del circuito experimental

2.2.1. Estandarizacion del circuito eléctrico.

Una vez caracterizados los elementos del circuito y antes de poder iniciar la etapa
de experimentacion con muestras bioldgicas, fue necesario estandarizar el
circuito, proceso que llevo aprox. 6 o 7 meses. Las primeras pruebas de
estandarizacion se realizaron utilizando un set up experimental como el mostrado
en la figura 13, cuya bobina tenia un nucleo de aire. El esqueleto de la bobina
estaba formado por un tubo de polietileno envuelto en aprox. 3,000 vueltas de
cable de cobre esmaltado. Los interruptores observados en la figura 13 fueron
colocados debido a problemas con las conexiones de tierra en el circuito. Los
interruptores permitian medir el voltaje de la resistencia externa o medir el voltaje
de la bobina, provocando un cambio en la configuracion eléctrica del circuito, mas
no en su arreglo fisico (se puede utilizar cualquiera de los 2 voltajes para las

ecuaciones y el analisis, pero las ecuaciones son diferentes, siendo las
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ecuaciones de la resistencia externa un poco mas faciles de desarrollar en lo
personal). Los resultados de estas pruebas se muestran en la seccion de
resultados experimentales. Para esta fase de estandarizacion, se obtuvieron los
valores de inductancia de la bobina con los diferentes materiales como nucleos
dentro de ella. Estos materiales fueron un ndcleo de ferrita y un nicleo de aire
(bobina vacia). Los datos se obtuvieron a través de ecuaciones hechas en
MATLAB®, un programa que realiza calculos matematicos rapidamente, con solo
introducir las ecuaciones o los cédigos correspondientes (los cddigos se pueden
observar en la seccion de Anexos). Calcular la inductancia permite caracterizar a
la bobina y al material dentro de ella, ya que la inductancia depende de las
caracteristicas fisicas de la bobina y de la susceptibilidad magnética que tenga el
material dentro de ella. Ademas de la inductancia de la bobina, fue posible obtener
otro parametro como la permeabilidad magnética relativa del material dentro de la
bobina. Para esto, se utilizo también MATLAB®.

57



Figura 13. Circuito construido para estandarizar el proceso de medicion. Se puede observar
el nucleo de hierro junto a la bobina de 3,000 vueltas conectada al circuito y los
interruptores. Estos interruptores sirvieron para cambiar la configuracidon eléctrica del
circuito pues este presentaba problemas con las conexiones de tierra.

Al momento de realizar las mediciones, el osciloscopio captaba las ondas y su
desfase, junto con otros valores como el Vpp proveniente del generador de
sefales y el voltaje de la resistencia externa; ademas del valor de la frecuencia
utilizada. Para poder analizar el comportamiento del todo el circuito, fue necesario
crear una serie de cédigos que permitieron calcular distintos parametros, de
manera rapida y lo mas exacto posible (estos codigos se pueden encontrar en la
seccion de Anexos). La data recopilada durante estas mediciones era guardada
y ordenada en carpetas en Excel para luego ser analizada en MATLAB®. El
objetivo de este proceso era caracterizar todo el sistema, obteniendo informacion
acerca de lo que sucedia con el voltaje y la corriente en los diferentes elementos
del circuito, a través de la observacion en el comportamiento de las ondas. Las
pruebas fueron hechas a diferentes frecuencias en un laboratorio de la UTP y
utilizando distintos sets de codigos, conforme se cambiaba o perfeccionaba el

modelo del circuito.

Una vez estandarizado el circuito a nivel fisico y antes de haber avanzado a la
etapa de experimentacion in vitro, fue necesario establecer qué modelo eléctrico
se asemejaba al circuito inductivo que estdbamos utilizando. Sin este modelo
eléctrico, hubiera sido imposible hacer un andlisis correcto del circuito en siy de

todos los elementos que lo componian.

2.3. Configuracién del modelo eléctrico
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2.3.1. Modelo eléctrico 1

El circuito pasé6 por diferentes modelos antes de llegar a uno final. La figura 15
muestra el primer modelo (modelo 1) de la configuracion eléctrica del circuito
inductivo, un modelo bastante béasico, conformado por la fuente de poder
(generador de sefales) conectada a una resistencia externa y esta a su vez,
conectada en serie a la bobina. La primera bobina utilizada para realizar los
ensayos de viabilidad fue una hecha de 585 espiras, una inductancia de 10 mHy
con capacidad volumétrica de 400 uL. La figura 14B muestra la bobina. Ahora,
debiamos encontrar como introducir la muestra biologica en esta bobina cuyo
didmetro era tan pequefio. Después de tanto buscar, se encontrdé que jeringas
desechables de insulina de 1 mL entraban sin problema al nucleo de la bobina. La

figura 14A muestra la jeringa con una muestra de eritrocitos sanos como prueba.

A) B)

Figura 14. Muestra de cultivo de P. falciparum dentro de la jeringa desechable de 1 mL. El
volumen que se utiliza para medir es de 400 uL (A) y la bobina (B) es de 585 vueltas, cuyo
molde es un carrete de hilo de coser.
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Figura 15. Modelo 1 del circuito inductivo. Se observa la fuente de poder V(t), la
resistencia externa Rext, el inductor o bobina L y la corriente i(t). Ve y Vb son los voltajes
de laresistencia externay del inductor respectivamente, medidos a través del
osciloscopio.

Para el andlisis del modelo 1 se utilizaron las siguientes ecuaciones:

e Para calcular la corriente eléctrica

i =Ve/Rext (15)

i=Ve< =<I<e

Rext
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en donde i e I representan la intensidad de la corriente eléctrica, Ve es el voltaje
en la resistencia externa, Rext es el valor de la resistencia externa y e representa
la constante de logaritmo natural.

e Para calcular el voltaje del inductor (bobina)

Vb=V —Ve
(16)

Vb = jwL(i < e)

en donde Vb es el voltaje total en el inductor, V es el voltaje del generador de
sefales, Ve es el voltaje de la resistencia externa, j representa un numero
imaginario, w es la frecuencia angular [w es = 2*(3.1416) * frecuencia ()], L es la
inductancia en la bobina, i el valor de la corriente eléctrica y e representa la
constante de logaritmo natural.

e Para calcular la inductancia de la bobina tomando en cuenta el desfase

entre la onda de voltaje y la onda de inductancia

1 L
L=—xVbh<=<ex<—90 (17)
w 1
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en donde L representa la inductancia de la bobina, 1/w representa el inverso de
la frecuencia angular, Vb es el voltaje en la bobina, I es la intensidad de la
corriente eléctrica, e es la constante de logaritmo natural y -90 es el angulo de

desfase.

Con estas ecuaciones podemos describir e intentar predecir como podria
comportarse el circuito durante los experimentos, en otras palabras, nos da una
idea de lo que podria estar pasando, lo mas cercano posible al comportamiento

real del circuito.

2.4. Experimentacion in vitro

2.4.1. Primeros ensayos de viabilidad

Después de tener el modelo eléctrico del circuito listo y haber descrito sus
componentes a nivel magnético y eléctrico, se procedio a realizar los primeros
experimentos con la muestra biologica (ensayos de viabilidad). Para realizar la
parte experimental de este trabajo, se armé un circuito inductivo, conformado por
una fuente de poder (generador de sefales) cuyo voltaje era de 10 Vpp, una
resistencia externa, una bobina y un osciloscopio, todo conectado en serie. El
generador de sefiales emitia dos sefales sinusoidales; una de voltaje y otra de
corriente. El osciloscopio permitia visualizar la amplitud (voltaje pico pico) de la
sefal y el rango de frecuencias utilizadas. La corriente era alterna (variable), es
decir que la magnitud y sentido de la sefial cambiaban a través del tiempo, lo que
generaba un desfase entre ambas ondas, tanto en la de corriente como en la de

voltaje. Debido a la naturaleza de la corriente, se producia un campo magnético
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qgue también era variable en el tiempo. Los primeros experimentos se hicieron
siguiendo el modelo eléctrico 1 del circuito. Para la preparaciéon de la muestra se
siguieron los pasos mencionados en la seccion de Muestra biolégica infectada,
llegando al final de este capitulo. Se utilizaron 6 frecuencias: 250 Hz, 500 Hz,
1KHz, 2.5 KHz, 5 KHz y 10 KHz; a una intensidad de campo magnético de 2.8e-3
Tesla, un voltaje de 10 Vpp y una resistencia externa de 47 ohms. Algunas de
estas muestras fueron irradiadas siguiendo un ciclo de trabajo (1 min de
irradiacion y 1 min de descanso hasta completar 6 min) o irradiadas por 6 min
consecutivos. Otras fueron irradiadas sin un ciclo de trabajo (2 min de irradiacion
continua y 2:30 min de descanso). Estos tiempos de exposicion fueron escogidos
al azar. Para cada frecuencia se hicieron de 3 a 4 réplicas. El tiempo de incubacion
de las muestras fue de 24 hrs a 37°C. Los resultados (mostrados en la secciéon de

resultados experimentales) fueron analizados a través de citometria.

De los primeros ensayos hechos, uno mostré una disminucion significativa en los
porcentajes de parasitemia y al graficar esos datos se podia observar claramente
una tendencia (los resultados de ese ensayo se muestran en la seccion de
resultados experimentales). Se intento replicar este experimento para validar los
resultados, sin embargo, no fue posible debido a problemas técnicos con el
circuito. Fue por esta razdn que se optd por crear diferentes modelos eléctricos

del circuito que nos permitieran llegar al origen del problema.

2.4.2. Modelo eléctrico 2

Después de que los primeros experimentos se llevaran a cabo y haber obtenido
los resultados mostrados en el capitulo de resultados experimentales, la
siguiente etapa consistia en replicar el mejor experimento cuyos resultados fueron
consistentes, para confirmar del todo la veracidad de esos resultados.
Desafortunadamente, el circuito empez6 a mostrar fallas técnicas y no fue posible

llevar a cabo esa confirmacion. Se observé que el voltaje en la bobina no era el
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mismo que en los experimentos anteriores, de hecho, disminuia tanto que

provocaba caidas de voltaje y esto llevaba a obtener mediciones erradas.

Se sabia inicialmente que el problema se debia a una caida de voltaje en alguna
parte del circuito que estaba afectando directamente a la bobina. Este fenémeno
eléctrico se da cuando hay una disminucién del voltaje y depende, mayormente,
de la resistencia del material conductor por el que circula la corriente. También se
puede dar cuando el conductor se sobrecalienta debido a que a través de él pasa
una cantidad de corriente mayor a la que pueda soportar. Pero esta caida de
voltaje nos decia que la corriente ya no era la misma tampoco, es decir que era
mucho mas pequefia que antes, por lo que el exceso de corriente no era el
problema. El voltaje y la corriente estan relacionados, a través de la ley de ohm.
Por lo tanto, si el voltaje disminuye, disminuye la cantidad de corriente. Asi mismo,
la intensidad de la corriente estad relacionada con la intensidad del campo
magnético. Si la corriente es pequefia, también lo sera el campo magnético y esto
NO NOS convenia, puesto que estabamos buscando generar la mayor intensidad
de campo magneético que pudiéramos, con la bobina que teniamos. La bobina en
ese momento solo tenia 585 vueltas. Esto daba una intensidad de campo
magnético de 2.8 e T, un valor muy pequefio en términos de campo magnético.
Esta observacion nos llevé a concluir también que, posiblemente, habiamos

obtenido un falso positivo en uno de los primeros experimentos llevados a cabo.

Como las caidas de voltaje dependen de la naturaleza del conductor y el valor de
su resistencia, se decididé obtener el valor de todos los elementos resistivos del
circuito y afadirlos al modelo eléctrico, empezando con la resistencia interna de
la bobina: Rb. Este valor se obtuvo por medicion directa, hecha con un multimetro.
La figura 16 muestra la nueva configuracion del circuito eléctrico (modelo 2), en
donde la bobina se representa como una resistencia (Rb), que representa las
pérdidas en el material conductor y que se encuentra en serie con una inductancia

(L), que representa el elemento almacenador de energia magnética. En términos
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fisicos, tanto L como Rb conforman la bobina, pero son analizados como 2

elementos distintos dentro del modelo eléctrico del circuito.

Ve
Rext
47 Q
1 VVWA
Rb
10 Q
Vb
i(t)
/@ V(Y
~ J sine L
10 mH
10 Vpp

Figura 16. Modelo 2 del circuito, que muestra: la fuente de poder V(t), la resistencia externa
Rext, laresistenciadel inductor Rb, lainductancial, lacorrientei(t). Vey Vb son los voltajes
de laresistencia externay del inductor respectivamente, medidos através del osciloscopio.

Para el andlisis del modelo 2 se utilizaron las mismas ecuaciones presentadas en
el andlisis del modelo 1; la diferencia fue la presencia de un nuevo elemento en la

configuracion: Rb

e Para calcular la corriente eléctrica

i =Ve/Rext

i=Ve< =<I<e

Rext
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(18)

en donde i e I representan la intensidad de la corriente eléctrica, Ve es el voltaje
en la resistencia externa, Rext es el valor de la resistencia externa y e representa

la constante de logaritmo natural.

e Para calcular el voltaje del inductor (bobina)

Vb = jwL(i < e)

en donde Vb es el voltaje en el inductor, V es el voltaje del generador de sefales,
Ve es el voltaje de la resistencia externa, j representa un nimero imaginario, w es
la frecuencia angular [w es = 2*(3.1416) * frecuencia (f)], L es la inductancia en la
bobina, i el valor de la corriente eléctricay e representa la constante de logaritmo

natural.

e Para calcular la inductancia de la bobina tomando en cuenta el desfase

entre la onda de voltaje y la onda de inductancia

1 L
L:W*Vb<7<e*<_90 (20)

en donde L representa la inductancia de la bobina, 1/w representa el inverso de

la frecuencia angular, Vb es el voltaje en la bobina, I es la intensidad de la
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corriente eléctrica, e es la constante de logaritmo natural y -90 es el &ngulo de

desfase.

e Para calcular el valor del voltaje en relacion con la inductancia de la bobina

VL=V —Ve—-VRb=Vb—VRb (21)

en donde VL es el voltaje en la inductancia de la bobina, V es el voltaje en el
generador de sefales, Ve es el voltaje en la resistencia externa, VRb es el
voltaje midiendo la resistencia interna de la bobina 'y Vb es el voltaje total en toda

la bobina.

Ahora bien, el valor de Rb era muy pequefio (10 ohms) como para crear una caida
de voltaje tan grande que impidiera que se generara suficiente corriente. Por lo
tanto, la presencia de Rb en el andlisis del circuito solo fue representativa. Sin

embargo, era un dato que no estaba demas.

El otro elemento resistivo que se tenia en el circuito era la resistencia externa del
(Rext), cuyo valor era 47 ohms. El circuito se probd con y sin esa resistencia
externa y el problema aun persistia. Pero aun quedaba otro elemento resistivo
gue anteriormente no se habia considerado: la resistencia interna del generador
de sefiales. Este es la fuente principal de voltaje para el circuito y cualquier defecto
técnico en este equipo si pudiera provocar una falla grande a nivel eléctrico. Se
medio el Vpp (voltaje pico pico) del generador de sefiales directamente, a través
de un multimetro. Resulto ser que el Vpp utilizado antes era mayor que el que se
estaba obteniendo en ese momento, cuando los valores de Vpp de antes y
después debian ser los mismos. Después de todo, era el mismo equipo utilizado
en esos primeros experimentos. Cabe recordar que, si el voltaje es pequenio, la

intensidad de la corriente disminuye. Si disminuye la intensidad de la corriente,
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disminuye la intensidad del campo magnético y esto no era favorable en términos

experimentales.

Generalmente los equipos utilizados en la UTP como generadores de sefiales y
osciloscopios poseen una resistencia interna de 50 ohms (valor estandar). Este
valor comparado con la resistencia de la bobina (10 ohms), era bastante grande,
lo que podia estar indicando que, si el generador estaba realmente defectuoso,
con ese valor de resistencia interna y una corriente tan pequefia saliendo de él,
toda la corriente estaba quedando dentro del generador y no circulando a través
del circuito. Asi que se decidio hacer un cambio a nivel fisico, reemplazando el
generador de sefales por otro generador diferente, mostrado en la figura 17. Esto
requeria de un cambio en el modelo eléctrico también. No se sabia como
reaccionaria el circuito a este nuevo cambio asi que por seguridad se cambio6 el
valor de la resistencia externa de 47 ohms por una un poco mas alta, de 100 ohms

y asi evitar quemar el circuito.

0 Gl e
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Figura 17. Equipos de medicidn utilizados paralos nuevos experimentos. Arriba se observa
el osciloscopio (Tektronix TDS 2012B) y el nuevo generador de sefiales (BK Precision
4011A) escogido para los nuevos experimentos.

Este nuevo generador tenia un voltaje mas alto que el generador defectuoso. Aln
faltaba encontrar el valor de la resistencia interna de este generador de sefiales,
para poder agregarlo al modelo eléctrico. Como se mencion0 antes, los equipos
utilizados en la UTP como generadores de sefiales y osciloscopios poseen una
resistencia interna de 50 ohms, pero no era seguro que esa fuera la resistencia

real ya que el equipo era algo viejo.

Este valor de R es posible encontrarlo utilizando la siguiente ecuacion:

Vg = iR (22)

en donde Vg es el voltaje del generador, R es la resistencia del equipo e i es el
valor de la corriente que sale del equipo. El Unico valor que se tenia era el voltaje

del generador.

Habia que encontrar el valor de la corriente eléctrica que salia de ese generador
de sefales, para reemplazarlo en la ecuacidbn mostrada anteriormente y asi
despejarlo, para encontrar el valor de R. Ahora, al ser la corriente alterna (AC), es
decir, una corriente que oscila y no es directa (DC), el andlisis se hace a través de
fasores. Estos fasores son una forma gréafica de representar estas oscilaciones y
para su analisis se utilizan niumeros complejos. Por lo tanto, utilizamos la ecuacion
mencionada anteriormente, pero con nimeros complejos. La ecuacion entonces

guedaria de esta manera:
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V = i(Rext + Rb + jwL)
(23)

%4
| =——+ Rb + jwl
' Rext W

en donde V es el voltaje del generador de sefiales, Rext es la resistencia externa
del circuito, Rb es la resistencia interna de la bobina, j representa un nimero
imaginario adimensional, w = 2 x  * frecuencia, L es lainductancia de la bobina
e i es la corriente que sale del generador de sefiales y que pasa a través de todo

el circuito.

Una vez se obtuvo el valor de la corriente i, se reemplazo en la ecuacion 22 y se
obtuvo el valor de R= 46 ohms. Este valor se afadio al modelo del circuito

eléctrico.

Se hicieron pruebas con el nuevo generador de sefiales para comprobar que
funcionaba. Para esto, se midio directamente el voltaje del generador y el voltaje
de la resistencia externa. El voltaje de la bobina no podia ser medido directamente
mientras el circuito estaba funcionando, por lo que se obtuvo a través de la

siguiente ecuacion:

Vg = Vrext + vb (24)

en donde Vg es el voltaje del generador de sefiales, Vrext el voltaje de la
resistencia externa y vb el voltaje de la bobina. Al sumar los voltajes de la
resistencia externa y la bobina, se debia obtener el voltaje del generador, y se
obtuvo. Con esto se comprob6 que estaban llegando los valores correctos de
voltaje a cada componente, por lo tanto, también tenia que estar llegando la
intensidad correspondiente de corriente eléctrica a la bobina; recordando que la

cantidad de voltaje y la intensidad de la corriente estan directamente relacionadas.
70



Ademas, la bobina vieja también habia sido reemplazada por otra bobina nueva,
cuya resistencia interna era casi similar a la del generador. Esto con el fin de que
ambos (generador y bobina) tuvieran resistencias similares, en caso de que se

originara otra caida de voltaje.

2.4.3. Modelo eléctrico 3: modelo final

Todo este analisis, con cada uno de los diferentes modelos eléctricos, permitié
tomar el modelo eléctrico 3 como modelo final del sistema experimental, ya que
era el que mejor se acomodaba al comportamiento real que estabamos
observando en el circuito. La figura 18 muestra el modelo eléctrico final del
circuito, con los respectivos valores de cada elemento. Para este modelo la bobina
utilizada fue uno de los ultimos prototipos creados anteriormente, de 3,330 vueltas
(ver figura 14B) y una resistencia interna de 50 ohms. Para poder generar el
campo magnético variable, se utiliz6 un generador de funciones que permitié
establecer un voltaje especifico y jugar con diferentes frecuencias. Las
frecuencias utilizadas fueron de 7KHz y 4.9 MHz. Se escogieron estas
frecuencias, ya que al medir el voltaje y corriente alrededor de la bobina (utilizando
un dispositivo llamado field fox), los valores mas altos de corriente y voltaje
salieron en estas 2 frecuencias, de todas las que se probaron (se probaron
frecuencias entre el rango de 100 Hz y 4.9 MHz). Cabe resaltar que, aunque
anteriormente se obtuvo el valor de voltaje de la bobina, esos valores eran
tedricos, unas aproximaciones. El Vpp del nuevo generador de sefales utilizado
fue de 20v, valor que doblaba el voltaje del generador de sefales defectuoso. Para
obtener las lecturas de voltaje, se us6 un osciloscopio. Sobre el circuito se colocé
una malla de Faraday. Esta malla jugaba el papel de aislante en el experimento,
ya que limitaba la entrada y salida de sefiales magnéticas del ambiente externo e
interno. También podia evitar que el campo magnético se disipara fuera de la zona

del circuito o mejor aun, de la bobina. De esta manera asegurariamos que el
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campo magnético llegara casi en su totalidad a la muestra. Las ecuaciones
utilizadas para el andlisis del modelo eléctrico 3 fueron las mismas utilizadas para
el analisis del modelo eléctrico 2, con la excepcion de que algunos valores en los
elementos del circuito cambian, como el valor de la inductancia y resistencia

interna de la bobina.

Ve
Rext
100 Q
\Vr Rb
50 Q
50 ohm
i (t) Vb
A, ) VO
_ sine
L
¢ 20Vpp 61 mH

Figura 18. Modelo eléctrico final (modelo 3), que muestra: la fuente de poder V(t), la resistencia
interna del generador de sefiales (Vr) la resistencia externa Rext, la resistencia del inductor Rb, la
inductancia L, la corriente i(t). Ve y Vb son los voltajes de la resistencia externa y del inductor

respectivamente, medidos a través del osciloscopio.

2.4.4. Nuevos ensayos de viabilidad

Teniendo practicamente un nuevo circuito, la etapa de experimentacion inicio
nuevamente. La metodologia de estos experimentos fue un poco distinta a la de
los experimentos iniciales, ya que esos se realizaban 1 cada semana o 1 cada 2
semanas (dependiendo del estado del circuito y la disponibilidad del cultivo en el

laboratorio). Con estos Ultimos se hicieron 2 experimentos por dia, cada uno de
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los cuales se realizaba a partir de botellas de cultivo diferentes. Esto con el fin de
acumular més experimentos en menos tiempo. Se tomaron alicuotas de 400 uL
de muestra, a través de jeringas desechables de 1cc. Las muestras biolégicas
utilizadas fueron de eritrocitos infectados con P. falciparum, especificamente la
cepa HB3. Estos cultivos consistian en una mezcla de eritrocitos infectados y
sanos, suspendidos en un medio de cultivo (RPS). Estas muestras eran
preparadas como se describe mas adelante en la seccién de Muestra biolégica
infectada, para luego ser colocadas dentro de la bobina (una por una) y ser
expuestas al campo magnético variable por 45 minutos. Una vez irradiadas se
colocaron en un plato de 96 pocillos para ser incubadas. El periodo de incubacién
fue de 72 horas a 37 °C, realizando cambio de medio y gaseando cada 24 hrs. Al
terminar con el tiempo de incubacion se conto la parasitemia a través de citometria
de flujo o conteo manual en caso de no tener acceso a la citometria.
Posteriormente, se hicieron frotis de cada muestra para observar si habia algo
inusual en las muestras y también para contar la parasitemia. Los resultados de
estos ensayos se mostraran y discutiran en la seccidn de resultados

experimentales.

2.4.5. Medicion de temperatura en muestras de sangre infectada con P.
falciparum.

Uno de los objetivos planteados en esta tesis se basa en determinar si ocurre
algun cambio de temperatura en las muestras infectadas con P. falciparum, al ser

expuestas al campo magnético.

Para este experimento, las muestras se prepararon e irradiaron de la misma
manera que en los experimentos anteriores, con la diferencia que estas muestras
no fueron incubadas y se les retir6 el embolo a las agujas antes de ser
irradiadas. Las muestras preparadas para irradiar fueron colocadas dentro de la

jeringa a través de micropipeta (400uL). Esto se hizo para poder introducir el
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termdmetro de fibra Optica dentro de las jeringas y tomar las temperaturas. Estos
termdmetros estaban conectados a un lector de temperatura que brindaba los
valores de temperatura. Para cada frecuencia se hicieron 3 réplicas, incluyendo
las del control. Al igual que en el ensayo de viabilidad, las muestras de cultivo
fueron irradiadas por 45 minutos y a la vez se tomaba nota de los valores de
temperatura que el lector brindaba. También se tomo la temperatura del cuarto
antes y durante el procedimiento. Los resultados de este experimento se muestran

en la seccion de “resultados experimentales”.
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2.5. Muestra biol6gica infectada

A continuacién, se describen los procedimientos llevados a cabo para la
preparacién de las soluciones y tratamiento de las muestras de cultivo; asi como

el método de conteo de sus resultados.

2.5.1. Preparacion del suero humano

Para obtener el suero humano, se mantuvo la sangre del donante en reposo
alrededor de 3 horas (h) y luego, se centrifugo a 3,500 rpm a 4°C por 15 min (min).
Después, se colect6 el suero sobrenadante en tubos de 50 mL y se centrifugo
nuevamente a fin de obtener un suero libre de eritrocitos y demas componentes
de la sangre. Después, se transfirio el suero a tubos de 50 mL y se realizaron
alicuotas en lotes de 25 mL. Se rotularon con la fecha e iniciales del donante.
Posteriormente, se inactivo el suero en bafio Maria a 56°C por 30 min, se dejo
enfriar a temperatura ambiente (TA) y se almaceno a -20°C hasta su uso (Trager,
1995; W. Trager and J. Jensen, 1976).

2.5.2. Preparaciéon del medio suplementado

Para preparar el medio suplementado, se disolvio RPMI 1640 (Sigma Aldrich), 25
mM HEPES, 15 mM hipoxantina, 50 mg/mL gentamicina, rojo fenol 0.0053 g y 200
mM L-glutamina en agua estéril. Se ajusté el pH a 7.18 utilizando NaOH o HCI 1N
y se completd el volumen deseado. Se realizo la filtracion de la mezcla con un

filtro de acetato de celulosa y se sirvid en envases estériles. Se suplementé la
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solucién de RPMI con 10% de suero humano, 2% de bicarbonato de sodio y se
gaseo6 con una mezcla de gases balanceados (90% Nitrogeno, 5% oxigeno y 5%
diéxido de carbono); esto se lo llam6 RPS (L. Coronado et al., 2016; W. Trager &
J. Jensen, 1976).

2.6. Cultivo de P. falciparum

El P. falciparum se cultivé siguiendo, parcialmente, el método descrito por Trager
y Jensen (W. Trager and J. Jensen, 1976). Se usaron eritrocitos humanos O+ en
un medio RPMI 1640 suplementado; los cultivos se mantuvieron a 37°C en la
mezcla gaseosa balanceada descrita arriba a un 2% de hematocrito (porcentaje
de volumen de globulos rojos) y fueron sincronizados con sorbitol (afecta la
permeabilidad de la membrana de eritrocitos infectados en estadio tardio), para
trabajarlo a un estadio determinado del parasito.

2.6.1. Verificacion de la parasitemia del cultivo

Antes de iniciar los experimentos de irradiacion magnética, se obtuvieron 10 uL
del cultivo de P. falciparum cepa HB3 (cabe destacar que para estos experimentos
se utilizan los cultivos en el estadio de trofo-esquizonte o esquizonte) y se
colocaron en un vial no estéril de 0.5 mL para poder realizar el frotis. Para esto,
se centrifugd por 8 segundos y se retird el sobrenadante. Se homogenizé bien y
se coloco la alicuota de cultivo sobre la placa de vidrio. Se tomoé otra placa de
vidrio y se hizo el frotis a lo largo de la placa, una sobre otra, con un angulo de 45
grados. Se coloc6 sobre una plancha caliente (previamente encendida) a 37°C.
Se dejé secar unos minutos. Mientras se secaba el frotis, se prepar6 la tincion.
Para esto se coloc6 en un tubo de ensayo 250 a 300 uL de tincion GIEMSA y se
afor6 con agua destilada a 1 mL. Se agit6 bien. Se retiré la placa de la plancha y
se dej6 enfriar unos segundos. Luego se coloco la tincion de GIEMSA vy
suavemente (sin rozar la placa) se esparcio la tincion por toda el &rea conteniendo
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la muestra del cultivo. Se dejé actuar el tinte de 10 a 15 min y luego se retiré con
abundante agua. Se colocd de nuevo en la plancha caliente hasta que no hubo

rastros de agua y se procedio a contar y obtener el porcentaje de parasitemia.

Con este procedimiento se verifica la parasitemia actual de la botella madre y que
el cultivo este en el estadio correspondiente, para después proceder a realizar el

ensayo.

2.6.2. Preparacion de la muestra biolégicas antes de ser irradiadas

Para preparar las muestras que irian dentro de la bobina, se hizo un “plus” (suma
de volumenes totales de cultivo, medio RPS y eritrocitos que se distribuirian luego
en un plato de 96 pocillos) en un tubo Falcon de 25 mL. Para esto, se realizaron

los siguientes calculos:

e Calcular el volumen total de muestra que se va a medir (mezcla de sangre,
cultivo y medio RPS) (cantidad de jeringas a usar incluyendo el o los controles) *

(volumen a medir en cada jeringa en uL) = volumen total del “plus”.

e Calcular cantidad de cultivo a usar de la botella madre para llevarlo al 1%

(volumen total del “plus”) * (1%) = (x) * (% de parasitemia del cultivo madre)
X = volumen total de cultivo correspondiente a un 1%
e Calcular el volumen de eritrocitos en uL que se afiadiran al “plus”

(8 uL de eritrocitos, valor estandar) * (cantidad de jeringas a utilizar) = volumen

total de eritrocitos en el ensayo.

e Calcular el volumen de medio RPS que se afiadira al “plus” (volumen total de
eritrocitos + volumen total de cultivo correspondiente a un 1%) — volumen total del

“plus” = volumen total de medio RPS en el ensayo.
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2.6.3. Irradiacion magnética de las muestras biolégicas infectadas

Una vez hecho los calculos y armado el “plus”, se tom6 un volumen de 400 uL
con las jeringas de 1 cc (ya rotuladas) de la siguiente manera: se acosto la jeringa
sobre una superficie plana y estable en posicién horizontal, con la punta mirando
hacia el lateral izquierdo o derecho. Se destap6 cuidadosamente y se succionaron
los 400 uL de cultivo ya preparado. Para tapar la jeringa, se coloc6 sobre la
superficie otra vez en posicion horizontal y con la punta hacia un lateral. Se repitié
este paso con cada una de las jeringas (tratamientos y controles). Se tomé un
plato de 96 pocillos y se rotulé (con la frecuencia y réplica correspondiente). Se
dej6 dentro de la camara de flujo laminar. Los controles fueron colocados lejos del
sistema de medicidn. Se destapo la jeringa y se coloc6 cuidadosamente dentro de
la bobina, de manera horizontal. Posteriormente se coloco la malla de Faraday
sobre el circuito. Se establecio el set up del equipo de medicion con los parametros
correspondientes al experimento: frecuencia, voltaje y tiempo de irradiacion. Al
cambiar la frecuencia, el equipo era apagado, se colocaba la nueva frecuencia, se

verificaba que el set up fuera el correcto y se iniciaba la irradiacion.

2.6.4. Incubaciéon de las muestras

Una vez terminadas todas las mediciones, se llevaron todas las jeringas a la
camara de flujo laminar. Para estos experimentos se realizaron réplicas técnicas
(de una misma jeringa se obtuvieron 3 volimenes, cada volumen era 1 réplica) y
no biologicas (réplicas de distintas jeringas). El volumen total de cada jeringa
(400uL) fue depositado en viales separados. Se abrié cuidadosamente el plato de
96 pocillos (tomando la tapa desde los bordes y sosteniéndola con una mano) y

se vacio cada vial en su respectivo pocillo ya rotulado, hasta completar 200 uL.
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Antes de colocar el plato de 96 pocillos dentro del plato de incubacion, se tomaron
5 uL de cada pocillo, para realizar las placas de 0 hrs. Se colocé el plato de 96
pocillos dentro del plato de incubacién, ajustando los seguros que tiene en los
laterales. Con los tubos de circulacion del gas destapado, se llend por 1 min para
gue pudiera salir el gas y cualquier otra cosa contenida adentro. Se coloc6 un
gancho metalico en uno de los tubos de circulacién del gas y cuidadosamente se
introdujo una punta de plastico no estéril, similar a una pipeta pasteur, de manera
gue entrara por el orificio que conectaba al tubo con el interior del plato de
incubacion. Se gased por 1 min. Se retir6 rapida y cuidadosamente la punta y se
tap6 de una vez el tubo de circulacién de gas con otro gancho metalico (ambos
tubos debian estar bien sellados). Se colocd el plato de incubacién en la
incubadora a 37°C por la cantidad de horas correspondiente al experimento (el
tiempo de incubacion varia segun el set up del experimento). Se retir6 el plato de
incubacion de la incubadora pasado el tiempo de incubacion. Finalmente, se les
hizo citometria a las muestras tratadas y a los controles. Se obtuvieron alicuotas
de 5 uL para realizar las placas, con el procedimiento estandar de tincion

mencionado anteriormente.

2.6.5. Citometria

La ultima etapa del proceso experimental implica la lectura de los resultados

después del tratamiento.

Se tomo la cantidad a utilizar (dependiendo de la cantidad de jeringas utilizadas +
un control negativo) de tubos de centrifuga y se rotularon. Se colocé en cada tubo
850uL de PBS y se tap6 con papel aluminio. Se coloc6 cada muestra tratada y
controles (positivo y negativo) en viales no estériles de 0.5 mL, ya rotulados. Se
saco del refrigerador de 4°C la tincidon de Hoescht y se mantuvo cubierta con papel

aluminio. Se coloco6 en cada vial 25 uL del cultivo tratado (este volumen aplica
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también para los controles no irradiados y el control negativo) + 125 uL de la

mezcla. Se preparé la mezcla en un tubo de ensayo de 15 mL.

A partir de un volumen stock comercial de Hoescht, se obtiene un volumen mas
diluido, que es el que se utiliza para la citometria. La mezcla de este volumen
diluido consta de 490 uL de PBS + 10 uL de tincion stock comercial Hoescht (este
volumen total de 500 uL alcanza para 4 o 5 muestras). Para saber cuanto de
tincién y cuanto de PBS son necesarios para formar la mezcla que ira en los viales

junto con los 25 uL de cultivo tratado, se realiz6 la siguiente relacion:

500 uL de tincién Hoescht diluida—>10 uL de tincion Hoescht comercial

(125 uL x No. de muestras) = x (uL de tincion de Hoescht stock para la mezcla)
(125uL x 10 uL) / 500x = volumen final de tincién Hoescht en la mezcla

(125 uL x No. de muestras) — volumen de tincion Hoescht para la mezcla=

volumen final de PBS en la mezcla

Una vez obtenida la mezcla, se dejo6 tifiendo por 30 min dentro de la incubadora
(cabe resaltar que todo el proceso de citometria no requiere de un ambiente
estéril) y se centrifugo por unos 5 a 8 segundos. Después del centrifugado se retird
el sobrenadante, para luego resuspender en 125 uL de PBS. Se volvio a
centrifugar de 5 a 8 segundos, se retird el sobrenadante nuevamente y se volvio
a resuspender en 125 uL de PBS, completando asi 2 lavados. Finalmente, se

taparon los tubos con papel aluminio y se procedio a leer con el citometro.
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CAPITULO III: RESULTADOS
EXPERIMENTALES Y DISCUSION
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La experimentacion se realizé esencialmente en 4 etapas:

1) Estandarizacion del circuito

2) Primeros ensayos de viabilidad

3) Re-estandarizacién del circuito

4) Seleccion del modelo final del circuito y experimentacion

Después que se tenia la configuracion final y completa del experimento, se
procedio a caracterizar magnéticamente la muestra de sangre infectada con P.
falciparum. Una vez que la muestra era irradiada, se aprovechaba el experimento
para identificar, si en efecto, se alcanzaba algun tipo de inhibicion en los parasitos

irradiados.

3. CARACTERIZACION DEL CIRCUITO EXPERIMENTAL

3.1. Estandarizacién del circuito eléctrico.

Las tablas 4 y 5, muestran los valores de permeabilidad relativa de los materiales
(aire y ferrita) dentro de la bobina y valores de inductancia de la bobina. En ambas
tablas se observa que los valores de permeabilidad magnética relativa (miur) e
inductancia (L) que se obtuvieron, se mantuvieron iguales o bastante cercanos en
cada frecuencia, sin una variabilidad significativa; tanto la primera como la
segunda vez que se repitio el experimento. Se utilizé el voltaje de ambos, tanto de
la bobina como el de la resistencia externa, con el fin de observar si los valores

eran constantes sin importar que voltaje se midiera. Si se hubieran observado
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valores distintos en las mediciones provenientes tanto del inductor como de la
resistencia, habria sido indicacién de que algo no estaba bien con el circuito y los
resultados no habrian sido confiables. Los 2 materiales que se midieron fueron
una barra de ferrita y aire. La razén por la que se eligié un material como la ferrita,
es porque su valor de permeabilidad magnética relativa ya esta establecido en la
literatura (10.000), ademas que es un valor alto, que no es dificil de obtener.

Tabla IV. Valores de permeabilidad relativa'y de inductancia con nucleo de
ferrita

BOBINA + FERRITA

PRIMERA MEDICION SEGUNDA MEDICION

Hz Lr |miur_r  |Hz Lb |miur_b |
20 0.177] 10.9281 20, 0.177 10.9281]
60 0.1828: 11.2858 60, 0.1765| 10.898
80| 0.1763| 10.8876 80| 0.1727; 10.6612|
100| 0.1767| 10.9081) 100| 0.1723| 10.6366
300/ 0.1644]| 10.1503 300, 0.1644| 10.1503
500 0.1635| 10.095| 500 0.1635| 10.095|

Lr: inductancia medida con respecto al voltaje de la resistencia.
Lb: inductancia medida con respecto al voltaje del aplicador
magnético.

En la Tabla 4 observamos los valores de permeabilidad relativa y de inductancia
con nucleo de ferrita, medidos a partir del voltaje de la resistencia y del inductor.
Miu_r representa la permeabilidad magnética del material medida con respecto al
voltaje de la resistencia externa, mientras que Miu_b representa la permeabilidad

magnética del material medida con respecto al voltaje de la bobina.
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Se eligi6 medir la permeabilidad del aire porque es otro material cuya
permeabilidad magnética relativa esta descrita en la literatura (1.26e-6) y como es
un valor pequefio, se intentaba determinar qué tan pequefios podrian ser los
valores que el circuito podia medir. Se ve una mayor variacion en los valores de
permeabilidad obtenidos del aire, a diferencia de los valores obtenidos de la ferrita.
Esto se le atribuye a que el material que se estd midiendo posee un valor de
permeabilidad magnética bastante pequefio, ademas que, dependiendo del
ambiente o lugar en el que se esté realizando la medicién, puede estarse midiendo
la permeabilidad magnética relativa de otros materiales presentes en esa masa

de aire.

Tabla V. Valores de permeabilidad relativa con nucleo de aire, medidos a
partir del voltaje de la resistenciay del inductor

BOBINA CON NUCLEO DE AIRE

| s PRIMERAMEDICION |  SEGUNDA MEDICION

Lr miur_r Lb miur_b Lr miur b | miur_b
20| 0.0189 1.1679 0.0236) 146/ 0.0236 146/ 0.0189, 1.1679
60, 0.0189 1.1692 0.0189T 1.1692| 0.0237, 1.4625 0.0189 1.1692
80| 0.0166/ 1.0235 0.019, 1.1703 0.019| 1.1703 0.019| 1.1703
100| 0.019, 11717 0.0IQT 1.1717| 0.0214, 13194 0.019v 1.1717
300, 0.0175| 10776/ 0.0175| 10776, 0.018 11091  0.018 1.1091
500, 0.0177] 10932 00177- 10932 0.0171| 10578 0.0177] 1.0932|
Lr; :nduéténcia medida con respecto al voltaje de la
resistencia.
Lb: inductancia medida con respecto al voltaje de aplicador
magnético.

En la Tabla 5 observamos los valores de permeabilidad relativa y de inductancia
con nucleo de aire, medidos a partir del voltaje de la resistencia y del inductor.
Miu_r representa la permeabilidad magnética del material medida con respecto al
voltaje de la resistencia externa, mientras que Miu_b representa la permeabilidad

magnética del material medida con respecto al voltaje de la bobina.
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Cabe destacar que durante esta estandarizacion no se utilizaron frecuencias mas
altas de 500 Hz, debido a que el inductor reflejaba un comportamiento capacitivo
(los capacitores almacenan energia, no la convierten o transmiten) al aumentar la
frecuencia, causando error en las mediciones. Los experimentos se realizaron en
dias consecutivos, cada uno con su réplica. Se escogié medir estos 2 parametros
(permeabilidad magnética relativa e inductancia), ya que permitian observary ala
vez describir el comportamiento magnético de la bobina y determinar que tanto
variaban al cambiar el tipo de material del nlcleo. Estos resultados confirmaron
gue la bobina estaba midiendo bien, obteniendo resultados confiables; lo que
permitié pasar a la siguiente fase del proceso: realizar los primeros ensayos de
viabilidad.

3.2. Primeros ensayos de viabilidad.

Se hicieron varios ensayos de viabilidad (14 ensayos aprox.) con la bobina
pequefa (585 vueltas), pero solo se pudo tomar uno de esos ensayos como un
resultado preliminar valido, ya que los otros experimentos no pudieron ser
contados por citometria por problemas técnicos con el equipo. Debido a esto, los
resultados fueron contados por microscopia Optica y esta técnica, al ser menos
exacta, les da mucha variabilidad a los resultados, alterando la veracidad de los
datos y aumentando el porcentaje de error. La grafica 1 muestra los resultados de
ese experimento. Aunque la barra de error del control era un poco grande, el
analisis estadistico de la data dio significativo, con excepcion de la frecuencia de
10 KHz (ver tabla 6). Este resultado fue bastante prometedor, ya que estdbamos
obteniendo inhibicién a una intensidad de campo magnético muy baja (2.88 e-3
T), a diferencia de Gilson et al, cuyo campo magnético era mas grande (0.46 T) y
su tiempo de irradiacién e incubacion fue de 48 hrs; mientras que nuestro tiempo
de irradiaciéon y de incubacién fueron de 2 minutos y 24 horas, respectivamente.

Se observa en la grafica 1 el efecto de inhibicion en las frecuencias mas bajas de
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250 Hz y 500 Hz. En la frecuencia de 1 KHz y 2.5 KHz el efecto de inhibicién ain
se mantiene, aunque con menor intensidad que en las 2 frecuencias anteriores.
De ahi en adelante el efecto va disminuyendo aun mas. Sin embargo, todas las
muestras tratadas muestran siempre un porcentaje de parasitemia menor que el
control. El hecho de que el efecto se vaya perdiendo a medida que el valor de la
frecuencia aumenta, se relaciona con parametros eléctricos, magnéticos y la
geometria de la bobina. Como se menciond, se observé que la bobina expresaba
un comportamiento capacitivo, como el observado en los experimentos anteriores
durante la fase de estandarizacién. Si la bobina no hubiera tenido este
comportamiento capacitivo, tal vez se podria haber observado un efecto de
inhibiciébn mas significativo en todas las muestras por igual. Si ese hubiera sido el
caso, podriamos decir que el efecto se debe a la intensidad del campo magnético,
ya que, sin importar el valor de la frecuencia, el efecto de inhibicion fue igual en
todas las muestras tratadas con la misma intensidad de campo magnético. Sin
embargo, este no fue el caso. Aunque hay un efecto de inhibicién notorio, el efecto
capacitivo en la bobina dificulta poder atribuirle la inhibicion en el crecimiento del

parasito a la intensidad del campo magnético o al valor de las frecuencias.
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Grafica 1.Resultado preliminar del ensayo de viabilidad #9. En este
experimento se utilizaron 6 diferentes frecuencias a una intensidad de
campo magnético de 2.88e-3 T. Los resultados fueron contados por
citometria y graficados utilizando el programa Graphpad.

Tabla VI.Analisis estadistico del ensayo de viabilidad #9

b | Twayp ANDVA
EH Multiple comparizons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family |6
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's multiple comparisons test|Mean Dif. | 95.00% Cl of dift Significant? |Summary |Adjusted P Value |A-?
6 A7\
T | control vs. 250Hz 13 0.5726 to 2.047 Yes b 0.0002 B 250Hz
8 | control vs. 500Hz 1.278 0.541to 2.016 Yes b 0.0003 c 500Hz
9 control vs. TKHz 1.128 0.391 to 1.866 Yes = 0.0012 D 1KHz
10 | control vs. 2.5KHz 115 0.4126 to 1.887 Yes - 0.0010 E 2.5KHz
11 | control vs. 5KHz 0.875 0.1376 to 1.612 Yes * 0.0147 F S5KHz
12 | control vs. 10KHz 0.6583 -0.07902 to 1.396 No / ns 0.0949 G 10KHz
13
14
15 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of dif.  [n1 n2 q DF
16
17 | control vs. 250Hz 2N 0.8 131 0.2734 6 6 4792 35
18 | control vs. 500Hz 2n 0.8317 1.278 0.2734 6 6 4676 35
19 | control vs. 1KHz 2n 0.9817 1.128 0.2734 6 6 4.127 35
20 | control vs. 2.5KHz 2N 0.96 1.15 0.2734 6 6 4.207 35
21 | control vs. 5KHz 2N 1.235 0.875 0.2734 6 6 320 35
22 | control vs. 10KHz 2n 1.452 0.6583 0.2734 6 6 2408 35

La tabla 6 muestra el analisis estadistico del ensayo de viabilidad #9. El analisis
se hizo utilizando la prueba estadistica 1 way ANOVA. Se compar6 el control con
cada muestra irradiada a diferentes frecuencias, dando significativo a excepcion

de la comparacion entre el control y la frecuencia de 10KHz.

A pesar de que no se sabia exactamente que estaba causando la inhibicién del
parasito, este resultado parecia prometedor, por lo que se planeé replicar el
mismo experimento con los mismos parametros. Sin embargo, fue imposible
realizar nuevamente este experimento, debido a problemas técnicos con los
equipos, que provocaban caidas de voltaje en el circuito. Fue necesario establecer
nuevos modelos para encontrar el que describia de mejor manera lo que estaba
sucediendo y, ademas, hubo que reemplazar algunos equipos y elementos del

circuito eléctrico. Una vez hecho los cambios pertinentes tanto en el modelo como
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en el circuito fisico, se volvio a iniciar con la etapa de experimentacion, llevando a

cabo los que serian los ultimos ensayos de viabilidad del trabajo.

3.3. Circuito experimental final.

Una vez se obtuvo el modelo eléctrico final del circuito, se inici6 la fase de
experimentacion nuevamente y se hicieron 4 ensayos de viabilidad, todos bajo las
mismas condiciones y parametros. Los 2 primeros ensayos (Exp. 2** y Exp 3**)
fueron hechos en semanas diferentes, una seguida a la otra; pero bajo las mismas
condiciones (revisar el capitulo de metodologia para ver procedimiento de
experimentacion). Los 2 ensayos siguientes (Exp. 2 y Exp. 3) fueron realizados
el mismo dia, bajo las mismas condiciones que los experimentos 2** y 3**, Los
datos obtenidos en estos experimentos fueron normalizados (tomando el control
como el 100%), debido a que habia mucha variabilidad entre ellos, es decir,
valores que no pasaban de 10 % de parasitemia en un experimento, en otro
llegaban hasta un 20% o 30% de parasitemia. El Unico factor que puede ser
causante de esta variabilidad entre experimentos es el parasito mismo. La tasa de
crecimiento entre botellas de cultivo casi siempre es diferente, a veces la
diferencia es pequefia, mientras que otras veces, la diferencia de crecimiento es
muy grande, aunque el parasito es el mismo y se trabaja con la misma cepa (HB3).
A continuacion, se muestran las tablas con los datos obtenidos de las citometrias
de los experimentos, en donde se observa la frecuencia a la que fue irradiada la
muestra, el porcentaje de parasitemia que se obtuvo de esa lectura y el tiempo
transcurrido una vez se hizo la lectura de los resultados. La tabla 7 muestra los
datos de los porcentajes de parasitemia de los experimentos 2** y 3**, seguida de

las gréaficas hechas en base a estos datos.

88



Tabla VII. Porcentajes de parasitemia de muestras irradiadas en el Exp.2**y

Exp.3**

Exp 2** Tiempo 7 KHz 4.9 MHz
24 horas 99.85 125.54
48 horas 114.2 104.64
72 horas 103.26 64.64

Exp 3** Tiempo 7KHz 4.9 MHz
24 horas 107.27 86.97
48 horas 101.4 89.52
72 horas 113.53 113.69

La tabla 7 muestra los valores de parasitemia de las muestras de los

experimentos 2**y 3** obtenidos a las 24, 48 y 72 horas después de haber sido

irradiadas a las frecuencias de 7 KHz y 4.9 MHz.
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Gréafica 2.Porcentaje relativo de crecimiento vs. tiempo de incubacion. La
grafica muestra los datos en el % de crecimiento relativo, que se obtuvieron
del exp. 2** alas 24,48 y 72 horas.

Tomando en cuenta que, al momento de normalizar los datos, se toma el control
como el 100% vy, observando la grafica 2, se puede ver que a las 24 horas los
parasitos en las muestras excitadas con el campo magnético a una frecuencia de
7 KHz tuvieron el mismo porcentaje de crecimiento que el control, mientras que
aguellas muestras expuestas al campo magnético, pero a una frecuencia de 4.9
MHz crecieron un 30% mas que el control. A las 48 horas, las muestras tratadas
con la frecuencia de 7 KHz crecieron aprox. un 20% mas que el control. Sin
embargo, las muestras tratadas con la frecuencia de 4.9 MHz disminuyeron su
porcentaje de crecimiento casi al mismo valor que el del control. Cabe recordar
gue, a las 48 horas, y siguiendo el ciclo del parasito, no hay cambio de estadio;
solo aumento de tamafio, por lo tanto, no debe haber aumento en los valores de
crecimiento de las muestras. En este caso, si lo hubo. Una posible explicacion en
torno a esto es que los parasitos que crecieron durante estas 48 horas pudieron
haber estado en su estadio mas maduro a las 24 horas (esquizontes en vez de
anillos) y no siguiendo el ciclo de manera sincronizada, provocando ese aumento
en la parasitemia. también cabe la posibilidad de que el campo magnético haya
provocado algun tipo de letargo en algunos estadios del parasito, pero esto no se
pudo confirmar. A las 72 horas, las muestras tratadas a una frecuencia de 7KHz,
disminuyeron su porcentaje de crecimiento, pero no significativamente. Por el
contrario, a las 72 horas las muestras tratadas a una frecuencia de 4.9 MHz
disminuyeron su porcentaje de crecimiento en aprox. un 40% menos que el

control.
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Grafica 3.Porcentaje relativo de crecimiento vs. tiempo de incubacion. La
grafica muestra los datos en el % de crecimiento relativo, que se obtuvieron
del exp. 3**alas 24,48y 72 horas.

La tendencia que se observa en la gréfica del exp. 3** es muy diferente a lo que
se observo en la grafica mostrada anteriormente, en el exp. 2**. Aqui vemos que
ninguna de las muestras tratadas tuvo el mismo porcentaje de crecimiento que el
control a las 24 horas. Las muestras tratadas a una frecuencia de 7 KHz crecieron
aprox. un 10% mas que el control y las tratadas con la frecuencia de 4.9 MHz
disminuyeron su porcentaje de crecimiento en un 10% aprox. en relacién con el
control. A las 48 horas no hubo cambio significativo en el porcentaje de
crecimiento de las muestras tratadas a ninguna de las frecuencias. A las 72 horas,
las muestras tratadas a una frecuencia de 7 KHz tuvieron un aumento en su
porcentaje de crecimiento, casi en un 13% en comparacion al control, al igual que

las muestras tratadas a una frecuencia de 4.9 MHz.
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Tabla VIIl. Porcentajes de parasitemia de muestras irradiadas en el Exp.2y
Exp.3

Exp. 2 Tiempo 7 KHz 4.9 MHz
24 horas 134.97 124.6
48 horas 88.12 101.16
72 horas 111.47 109.28

Exp. 3 Tiempo 7 KHz 4.9 MHz
24 horas 70.87 88.69
48 horas 102.28 136.07
72 horas 105.21 107.23

La tabla 8 muestra los valores de parasitemia de las muestras de los
experimentos 2 y 3, obtenidos a las 24, 48 y 72 horas después de haber sido

irradiadas a las frecuencias de 7 KHz y 4.9 MHz.
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Gréafica 4.Porcentaje relativo de crecimiento vs. tiempo de incubacion. La
gréafica muestra los datos en el % de crecimiento relativo, que se obtuvieron
del exp.2 alas 24,48y 72 horas

En la grafica 4 se observa que, a las 24 horas, tanto las muestras tratadas con la
frecuencia de 7 KHz como las tratadas con la frecuencia de 4.9 MHz tuvieron un
porcentaje de crecimiento mayor que el control, un 40% y 20%, respectivamente.
A las 48 horas, las muestras tratadas disminuyeron su porcentaje de crecimiento.
Esta disminucion fue significativa en ambas, pero se observa una mayor
disminucién en las muestras tratadas con la frecuencia de 7KHz. A las 72 horas,
las muestras tratadas con ambas frecuencias vuelven a crecer aprox. un 10% mas

gue el control.
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Gréfica 5.Porcentaje relativo de crecimiento vs. tiempo de incubacion. La
grafica muestra los datos en el % de crecimiento relativo, que se obtuvieron
del exp. 3 alas 24,48y 72 horas.
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La grafica 5 muestra los datos del exp. 3. A las 24 horas. Se observa una
disminucion en el porcentaje de crecimiento de las muestras tratadas, a ambas
frecuencias, en comparacion al control. En el caso de las muestras tratadas con
la frecuencia de 7 KHz, hay una disminucion del 30% aprox, mientras que en las
muestras tratadas con la frecuencia de 4.9 MHz hay una disminucién en el
crecimiento del parasito de un 13 % aprox. A las 48 horas las muestras tratadas
con la frecuencia de 7 KHz crecieron, pero no significativamente, lo contrario a las
muestras de la frecuencia 4.9 MHz, que crecieron casi en un 30% en comparacion
al control. A las 72 horas hubo un incremento en el crecimiento de las muestras
tratadas, en ambas frecuencias. Las muestras tratadas con la frecuencia de 7 KHz
crecieron, pero no significativamente, casi igualando al control. Las muestras
tratadas con la frecuencia de 4.9 MHz disminuyeron su crecimiento entre las 48 'y
Las 4 gréaficas muestran tendencias diferentes. En las gréaficas del experimento
2** y 3** pareciera que la frecuencia en la que se puede ver una disminucion
significativa en el crecimiento del parasito es en la de 4.9 MHz. Sin embargo, Si
nos vamos a la grafica del experimento 2, los datos muestran que no hay efecto
significativo en las muestras tratadas. Por el contrario, la grafica del experimento
3, nos muestra que en las primeras 24 horas las muestras tratadas con la
frecuencia de 7 KHz tienen una disminucion significativa en su crecimiento, pero
el efecto se pierde y tanto estas muestras como las tratadas a 4.9 MHz, terminan

similares al control.

Analizando las 4 graficas, se puede observar que los resultados de cada
experimento son distintos. Independientemente de esto, todas las graficas
muestran que hubo una disminucién en el crecimiento del parasito en algunas de
las muestras tratadas. Sin embargo, el efecto se observo en la frecuencia de 7
KHz en unos experimentos y en otros el efecto fue visible en las muestras tratadas
a una frecuencia de 4.9 MHz; lo que nos dice que esta intensidad de campo
magnético si tiene un efecto en la viabilidad del parasito, pero, la interrogante que

gueda sin responder aun es la siguiente: a esta intensidad de campo magnético,
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¢ cudl frecuencia estd realmente generando este efecto? Para tratar de descifrar
el porqué de este comportamiento tan variable que muestran los resultados de
estos experimentos, habria que tomar en cuenta algunas cosas; empezando

primeramente por el cultivo de Plasmodium.

Cada botella tiene su propia parasitemia y entre algunas botellas de cultivo la
parasitemia es igual o similar, mientras que en otras la diferencia en el porcentaje
de parasitemia es grande. Esta pudo haber sido una de las posibles variables que
afectaron de alguna manera el crecimiento de los parésitos durante los
experimentos. Otra posible variable por tomar en cuenta es que solo se utilizaron
2 frecuencias. Tal vez si se hubieran utilizado mas de 2 frecuencias y de rangos
mas variados, se habria obtenido una mayor cantidad de datos, se habria
observado con mas precision como se comportaba el parasito e inclusive, se
habria podido ver con mayor claridad el efecto que se vio en las gréaficas
mostradas. Por ultimo, también se podrian considerar los errores técnicos, tanto
en la manipulacion del cultivo como desperfectos en el equipo utilizado, como otra
posible causa de variabilidad, como parte de todo experimento; aunque en teoria,
en los experimentos anteriores a estos se buscé mejorar los procedimientos y
manejo de cultivo, con el fin de reducir los errores y someter todas las muestras

de cada experimento a las mismas condiciones.

3.4. Cambios morfologicos en P.falciparum.

Durante el conteo de parasitemia y la observacion de las placas hechas de las
muestras tratadas, se observé algunas formas irregulares y nada comunes, en el
estadio de anillo. La figura 19 muestra parasitos en su fase de anillo con una
morfologia comun para este estadio. La figura 20 muestra parasitos en estadio de
anillo, pero con morfologias irregulares. Cabe destacar que la imagen fue tomada

de la misma placa.
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Figura 19. P. Falciparum en estadio de anillo después de lairradiacion magnética. Foto
tomada por microscopia.

96



Figura 20. P. Falciparum en estadio de anillo después de lairradiacion magnética. Se
observa una morfologia anormal del parasito. Foto tomada por microscopia.

La figura 19 muestra anillos circulares, completamente sanos. La figura 20
muestra anillos en forma de “soga” o “rosario”, que, sorprendentemente, también
estan vivos y son, de hecho, aun viables. El hecho de que se haya visto este efecto
en algunas placas solamente y en estas placas solo se vieron afectados algunos
anillos y no todos, puede haberse debido a que las muestras no eran
homogenizadas durante la irradiacion con el campo magnético, ya que era
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imposible mover las jeringas en las que se encontraban. Por lo tanto, se
precipitaban, provocando que el campo magnético llegara a unas células y no a
otras. Sin embargo, sigue siendo una hipétesis que habria que comprobar, ya que
no fue posible confirmar que esta irregularidad morfolégica fuera debido al campo
magnético, puesto este efecto no se observo en todos los experimentos y en todas
las muestras tratadas a diferentes frecuencias. Posiblemente pudo haber otro
factor involucrado, pero la posibilidad de que haya sido otro paradmetro el causante
de esta deformacién de la morfologia del parasito y no el campo magnético es
muy bajo, ya que se trat6 en lo posible de mantener las condiciones y disminuir la
cantidad de variables a la hora de realizar los experimentos. Por lo que nos
inclinamos mas a la posibilidad de que el campo magnético haya generado este
cambio morfologico en el parasito. A pesar de esto, estos resultados podrian ser
un indicio de que se puede crear un efecto mas intenso no solo a nivel de

viabilidad, sino también a nivel de morfologia.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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CONCLUSION

1. Los ultimos experimentos llevados a cabo lograron mostrar que el campo
magnético variable utilizado en este trabajo (30 mT) afecto el crecimiento y
desarrollo de P. falciparum, logrando disminuir el porcentaje de crecimiento
en las muestras. Sin embargo, la variabilidad e inconstancia de los datos
entre experimentos no permitieron establecer a que frecuencia realmente
se estaba generando este efecto en el parasito. Esta variabilidad pudo
haber sido causada por varios factores, entre ellos las diferencias entre las
parasitemias de las botellas madre de cultivo, errores técnicos en cuanto a
manipulacion y/o defectos del equipo y haber utilizado solo 2 frecuencias,
lo que tal vez no permitié obtener mas datos para poder observar este
efecto magnético en las muestras, con mucho mas detalle. Aunque las
graficas mostraron un efecto muy pequefio por parte del campo magnético,
en las muestras tratadas, se pudo observar la disminucion en el porcentaje
de crecimiento del parasito en todos los experimentos, unos mas que otros.
Estos datos, sumados a los resultados vistos en cuanto al cambio
morfologico del parasito durante su estadio de anillo en algunos
experimentos, nos indican que aun hay mucho que intentar en términos de
experimentacion, pues estamos viendo que se estan generando cambios a
nivel tanto de viabilidad como de morfologia en el parasito, en otras
palabras, hay algo sucediendo en el parasito cuando esta en contacto con

este campo magnético variable y estos resultados son solo un vistazo
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superficial de lo que realmente estd ocurriendo dentro y alrededor del
parasito bajo condiciones controladas.

Se logr6 comprobar que el campo magnético irradiado sobre eritrocitos
sanos no producia dafio alguno en estos, como la hemolisis o algun tipo de
cambio morfologico. Sin embargo, en las muestras tratadas, se
encontraron algunos parasitos en el estadio de anillo, con morfologias
irregulares y poco comunes. Este resultado se observdé en algunas
muestras de algunos experimentos, no en todos. Por lo que aun queda
como interrogante, si el cambio morfolégico se debe al campo magnético o
hay otro factor alterando la morfologia del parasito.

Se pudo determinar experimentalmente que existe una relacién entre la
viabilidad del parasito y la intensidad del campo magnético y el tiempo de
irradiacion. Esto se pudo comprobar en los resultados de los experimentos,
en donde se observo una disminucion en el porcentaje de crecimiento en
las muestras tratadas. Sin embargo, no fue posible relacionar la viabilidad
del parasito con el valor de las frecuencias utilizadas, ya que la
inconsistencia y variabilidad de los datos entre experimentos no lo
permitieron. Cabe recordar que para todos los experimentos se utilizaron
los mismos parametros (misma intensidad de campo y mismo tiempo de
irradiacion e incubacion), lo Unico que variaba en cada experimento era que
habia muestras tratadas a distintas frecuencias.

Los resultados de los experimentos en los que se midio la temperatura en
las muestras tratadas no mostraron ningan cambio significativo, en
comparacion a las muestras control. Lo que va de la mano con los
resultados vistos en los ensayos de viabilidad y nos dice que el efecto que
se observo es muy pequefio, como para generar aumento de temperatura

en las muestras.
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RECOMENDACIONES

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo que, aunque fueron

prometedores, nos indican que aun queda mucho por hacer y perfeccionar, tanto

a nivel de experimentacion (protocolo), como en el uso de equipos mas exactos y

los parametros a escoger para llevar a cabo los experimentos. Para esto, se han

propuesto algunos trabajos a futuro que podrian permitir llevar esta investigacion

mucho mas lejos y aportar mas dentro del &mbito cientifico. Entre las propuestas

de trabajo estan:

1.

Perfeccionar el proceso de elaboracion de las bobinas magnéticas, ya que
esto influye en la precision de los datos y la calidad del campo magnético.
Mejorar el sistema de medicion, utilizando equipos de medicion mucho mas
precisos que permitan analizar y obtener resultados mas exactos y
cercanos a lo real.

Probar con tiempos de irradiacion mucho mas extensos, para observar si
el efecto que se genera a nivel magnético en el parasito es mucho mayor y
similar al observado en este trabajo o diferente.

Realizar experimentos a diferentes intensidades de campo magnético, para
ver si el comportamiento del parasito cambia al jugar con este parametro y
si cambia, que tan grande es esa diferencia y que significa para
Plasmodium.

Probar con un mayor nimero de frecuencias y de distintos rangos, para
obtener un mayor numero de datos y poder describir un modelo de
comportamiento magnético de Plasmodium, mucho mas detallado.
Someter células “Vero” a este mismo tratamiento magnético, para observar
si hay algun tipo de efecto nocivo sobre ellas.

Buscar diferentes técnicas moleculares que permitan estudiar mas a fondo
como podrian estar afectando los campos magnéticos variables la

viabilidad del parasito en términos moleculares y de metabdlicos.
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El cédigo creado para obtener la inductancia se muestra a continuacion:

diff=agm-aim;

L=tan (diff) * (Rext+Rb) /w;

en donde agm representa el &ngulo de desfase de la onda de voltaje del generador
de sefiales, aim representa el angulo desfase de la onda de corriente eléctrica,
diff es la diferencia entre ambos angulos de desfase, tan(diff) es la tangente de
esa diferencia, Rext es la resistencia externa, Rb es la resistencia interna de la
bobina, L es la inductancia de la bobina y w es = 2 xm x frecuencia. 2 * m *

frecuencia.

miur=L

*1/ (miuO*N"*2*A) ;

en donde L es la inductancia de la bobina, | es la longitud de la bobina, miuo es la
permeabilidad magnética del aire, N> el nimero de vueltas de la bobina al
cuadrado, A es el area de la bobina y miur la permeabilidad magnética del material

dentro de la bobina.

A continuacion, se muestran los nombres de los sets de codigos utilizados en el
analisis del modelo eléctrico. Los titulos en azul describen lo que estos numeros,
palabras y simbolos representan. En su mayoria, estos codigos hacen referencia
a parametros fisicos del circuito y ecuaciones para obtener valores de corriente,
voltaje, inductancia e inclusive valores de susceptibilidad magnética. Una vez que
se ejecutaba el cédigo en la computadora, el programa graficaba 2 ondas: una de

voltaje y corriente, ademas de brindar valores de inductancia y otros datos que
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podian ser afiadidos al codigo segun el pardmetro que se quisiera observar. Otros

cédigos tenian funciones mas “estructurales”, como arreglar detalles técnicos en

las gréficas.
Cédigo: Erika3

clear
clc

%definicion de parametros del circuito

F=importdata ('P-1KHz.x1sx"'");
R=118.2;

£=1000;

w=2*pi*f;

to=F.data(:,1);

dt=to (2)-to (1) ;

t=(0:dt: (length(to)-1)*dt) ';
vgr=F.data(:,5);

[V]
vr=F.data(:,4);
[V]
vgb=F.data (:,3);
vb=F.data(:,2);
[V]
1=0.09;
A=4.34e-4;
N=2764;

miu0=4*pi*10~-7;

plot (t,vgr)

hold

plot (t,vgb, 'r'")
plot (t,vr+vb, 'k'")

pause
vgs=smooth (F.data(:,3),5);

vrs=smooth (F.data(:,4),5);
vbs=smooth (F.data(:,2),5);
hold
plot (t,vgs, 'm'")
hold

plot (t,vrs+vbs,'c')

pause

$tiempo [s]

%onda del voltaje de la fuente
%onda del voltaje de la res

%onda del voltaje de la
fuent [V]
%onda del voltaje del inductor

%onda del voltaje
de la fuente [V]
%onda del voltaje

de la res [V]
%onda del voltaje
del inductor [V]
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$%Voltaje del generador
Vgs=max (vgs) ;

k=find (t==min (w*t (vgs==0)) /w) ;
ags=min (w*t (vgs==0)) ;

[rad]

if (vgs (k+20)-vgs(k+10))>0

fvgs=Vgs*cos (w*t-ags-pi/2);

else

fvgs=Vgs*cos (w*t-ags+pi/2) ;

end

hold

plot (t,vgs)
hold

plot (t,fvgs,'r")

%$%Voltaje de la Resistencia
Vrs=max (vrs) ;

k=find (t==min (w*t (vrs==0)) /w) ;
ars=min (w*t (vrs==0)) ;
[rad]

if (vrs(k+20)-vrs(k+10))>0

fvrs=Vrs*cos (w*t-ars-pi/2);

else

fvrs=Vrs*cos (w*t-ars+pi/2);

end

hold

plot (t,vrs)
hold
plot(t,fvrs,'r'")

%$%Voltaje de la Bobina
Vbs=max (vbs) ;

del resistor [V]

k=find (t==min (w*t (vbs==0)) /w) ;
axs=min (w*t (vbs==0)) ;

[rad]

(vbs (k+20) -vbs (k+10))

if (vbs (k+20)-vbs (k+10))>0

fvbs=Vbs*cos (w*t-axs-pi/2);

else

fvbs=Vbs*cos (w*t-axs+pi/2) ;

end
hold
plot (t,vbs)

gmagnitud del voltaje del
generadorR [V]

sangulo de desfase del Vgen

%magnitud del voltaje
del resistor [V]

%3angulo de desfase del Vgen

%$magnitud del voltaje

%angulo de desfase del Vgen
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hold
plot(t,fvbs,'r'")

hold

plot (t, fvgs)

hold

plot (t, fvrs+fvbs, 'k")

Ig=max (fvrs) /R; $magnitud de la
corriente del generador [V]

fig=Ig*cos (w*t-ars);

%$%Calculo del inductor
L=Vbs/ (w*Iqg)

miur=L*1/ (miuO0*N"2*A)

% % S$%verificacion

% % % Vgv=abs((R+j*w*L)*Ig* (cos(-ars)+j*sin(-ars)))

% % % Vgs

% % % agv=angle ((R+j*w*L)*Ig* (cos(-ars)+j*sin(-ars)))
% % —ags

Codigo: Erika4d

clear

clc

%definicion de parametros del circuito
F=importdata ('P-20Hz.x1sx");

R=118.2;

£=20;

w=2*pi*f;

t=F.data(:,1); Stiempo [s]
vgr=F.data(:,5); %$onda del voltaje de la fuente
[V]

vr=F.data(:,4); %$onda del voltaje de la res
[V]

vgb=F.data(:,3); %onda del voltaje de la fuente
[V]

vb=F.data(:,2); %onda del voltaje del inductor
[V]

%$Primera revisidn
plot (t,vgr)

hold

plot (t,vgb, 'r'")
plot (t,vrtvb, 'k")
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pause

$Segunda revisidn
vgs=smooth (F.data(:,3),5);

vrs=smooth (F.data(:,4),5);

vbs=smooth (F.data(:,2),5);

plot (t,vgs, 'm'")
hold
plot (t,vrs+vbs,'c')

pause

Stercera prueba

%Voltaje del generador

Vgs=max (vgs) ;

ags=min (w*t (vgs==0))+pi/2;

fvgs=Vgs*cos (w*t-ags) ;

plot (t,vgs, 'm'")

hold

plot (t,fvgs, 'c'")

pause

s4ta prueba

%Voltaje de la Resistencia
Vrs=max (vrs) ;
ars=min (w*t (vrs==0))+pi/2;

fvrs=Vrs*cos (w*t—-ars) ;

plot (t,vrs, 'm'")
hold
plot(t, fvrs, 'c')

pause
%5ta prueba
%Voltaje de la Bobina

Vbs=max (vbs) ;

axs=min (w*t (vbs==0))+pi/2;

%onda del voltaje
de la fuente [V]
%onda del voltaje
de la res [V]
%onda del voltaje
del inductor [V]

gmagnitud del voltaje del
generadorR [V]

%angulo de desfase del
Vgen [rad]

$magnitud del voltaje
del resistor [V]
%angulo de desfase
del Vresistor [rad]

$magnitud del voltaje
del resistor [V]
%angulo de desfase
del Vresistor [rad]
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fvbs=Vbs*cos (w*t-axs) ;

plot (t,vbs)
hold
plot (t, fvbs, 'k")

pause

%6ta prueba
plot (t, fvgs)

hold

plot (t, fvrs+fvbs, 'k")

$%Corriente del generador
Ig=max (fvrs) /R; $magnitud de la
corriente del generador [V]
fig=Ig*cos (w*t-ars);

%$%Calculo del inductor
L=Vbs/ (w*Iqg)

%$Parametros fisicos de la bobina

1=0.090; %
A=4.34e-4;

N=2764;

E=0.0039; % [espesor]
miu0=1.25e-6;

m]
[m2]

o° —

$Permabiidad del wvacio
miu= ((L)*(1))/ ((N"2)*(A))

%$Permeabilidad magnética absoluta
miur=miu/miu0

o©

o°
o°

$%verificacion

Vgv=abs ( (R+7*w*L) *Ig* (cos (-ars)+j*sin (-ars)))
Vgs

agv=angle ( (R+j*w*L) *Ig* (cos (-ars)+j*sin(-ars)))
-ags

o° o oe
o o° oP

oe

Cdodigo: Desfase

function [Va,agn]=desfase(t, f,v)
to=min (find (t>=0)) ;
T=min (find (t>=(t (to)+1/£f)));
if isempty(T)==
T=length (t);
else

117



T=T,;
end
tm=t (to:T);
vn=v (to:T) ;
Va=max (vn) ;w=2*pi*f;
va=Va*cos (w*tm) ;
y=min (find (vn==max (vn))) ;
agn=-w*tm(y) ;
van=vVa*cos (w*tm+agn) ;
plot (tm, vn)
hold
plot (tm,va, 'r'")
plot (tm,van, 'g")

o o o°

o\°

Cédigo: ckt_RL

clc

$definicion de parametros del
Rext=100;

Rb=18.2;

%definicion de la bobina
1=0.088;

Dint=1.75e-2;

Dext=3.00e-2;

Dmedio= (Dext+Dint) /2;

A=pi* (Dmedio/2)"2;

[m”2]

N=1600;

miu0=4*pi*10"-7;

%captacién de las ondas

£=20;

w=2*pi*f;

F=importdata ('NG-20Hz.x1lsx"'") ;
t=F.data(:,1);

resistencia

Q

% vgr=F.data(:,5);
% vr=F.data(:,4);

% %arreglo de las ondas

circuito

%$Resistencia externa [ohms]
%$Resistencia de la bobina

%longitud de la bobina [m]

%area con radio interior

$numero de vueltas [t]
%permeabilidad del aire

Sfrecuencia [Hz]
$frecuencia angular [rad/s]

%$%%%S1 si se usa los datos con los experimentos en base a la

%onda del voltaje de la

fuente

%onda del voltaje de la res

% vgm=charlie(t,w,vgr); %onda del voltaje de la res [V]
% vrm=charlie (t,w,vr); %onda del voltaje del inductor [V]

Q.

% vbm=vgm-vrm;

Q.

% igm=vrm/Rext;

o°

%onda del voltaje de la fuente

%onda de corriente de la

fuente

%$%%S1 se usan los datos con los experimentos en base a la bobina



vgb=F.data (:,3); %onda del voltaje de la fuente

[V]
vb=F.data(:,2); %onda del voltaje de la res
[V]
sarreglo de las ondas
vgm=charlie (t,w,vgb) ; %onda del voltaje de la res
vbm=charlie(t,w, vb); %onda del voltaje del inductor
vrm=vgm-vbm; %onda del voltaje de la fuente
[V]
igm=vrm/Rext; %sonda de corriente de la
[A]

%$%Funciones de los voltajes y corrientes
[Vgm,agm]=desfase(t, £, vgm) ;
vga=vVgm*cos (w*t+agm) ;

[Vrm, arm]=desfase(t, £, vrm) ;
vra=vVrm*cos (w*t+arm) ;

[Vbm, abm]=desfase (t, £, vbm) ;
vba=Vbm*cos (w*t+abm) ;

[Igm,aim]=desfase(t, f, igm) ;
iga=Igm*cos (w*t+aim) ;

diff=agm-aim;

%% Prueba

plot (t,vga)

hold

plot (t,vratvba, 'g')
%Calculo del inductor
L=tan (diff) * (Rext+Rb) /w
miur=L*1/ (miuO*N"2*A)

o° o oP

o°

ip=(Vgm*cos (agm) +3*Vgm*sin (agm) ) / (Rext+Rb+J*w*L) ;
plot (t,igm)

hold

plot (t,abs (ip) *cos (w*t+angle (ip)), 'r')

Cddigo: Charlie.m

function [r]=charlie(t,w,V)
x=cos (w*t) ;
y=sin (w*t) ;
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bl=x.*v;

b2=y.*v;

all=cos (w*t

al2=cos (w*t

a2l=cos(w*t
(

S=[all al2;a2l a22]1"-1*[sbl;sb2];:

N2
LFsin(w*rt) ;
L*sin(w*xt) ;
N2
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