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DESCRIPCION
Punta de pipeta para dispositivo de electroporacion
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a una punta de pipeta para la electroporacion.
Antecedentes de la invencion

La electroporacion es una técnica para introducir macromoléculas, que no pueden penetrar la membrana celular, en las
células mediante el uso de impulsos eléctricos. La electroporacién es un método usado ampliamente, y recomendado
fuertemente, para los experimentos celulares y la terapia génica. Cuando se aplica un campo eléctrico alto, la membrana
celular se vuelve porosa temporalmente y permeable a materiales extrafios, tales como las macromoléculas. La
electropermeabilizacion de la membrana depende de diversos parametros del campo eléctrico, tales como el ancho del
impulso, la duracion del impulso, la cantidad de impulsos, asi como también otras condiciones experimentales. Se han
realizado estudios con respecto a los parametros mencionados anteriormente para entender el mecanismo de la
electroporacion que promueve el efecto de la transfeccion. Por ejemplo, se informa la magnitud del campo eléctrico para
ser un parametro importante para aumentar la permeabilidad de la membrana y para controlar la porcién de la membrana
celular a través de la que ocurre la transmision.

Existen diversos dispositivos para realizar la electroporacion. La Figura 1 es una vista en perspectiva de una cubeta de
la técnica anterior que puede usarse para realizar la electroporacion. La Figura 2 muestra un dispositivo y sistema de
electroporacion descritos en la publicacion de la solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2007/0275454 A1
relacionada. La Figura 3 es una vista lateral del dispositivo de electroporacién mostrado en la Figura 2. La Figura 4 es
una vista lateral que ilustra los componentes de una punta de pipeta usada con el dispositivo mostrado en las Figuras 2
&3.

Puede aplicarse un campo eléctrico a una suspensién celular y/o una mezcla de genes mediante el uso de la cubeta
ilustrada en la Figura 1. En tal sistema, la cubeta puede equiparse con dos placas de electrodos paralelas 1. Cuando se
aplica un campo eléctrico alto entre las dos placas de electrodos, la membrana celular se vuelve permeable, lo que la
hace posible para introducir un gen u otra materia extrafia en la célula. Los electrodos de aluminio son baratos y pueden
usarse con una cubeta desechable. Sin embargo, usar el Al crea iones AI** disueltos de los electrodos de aluminio, cuyos
iones se han encontrado que influyen negativamente en las células. Ademas, cuando se usan los electrodos de aluminio,
la magnitud del campo eléctrico puede variar debido a una caida en la tension eléctrica provocada por la acumulacion de
capas de 6xido en los electrodos. Por lo tanto, para generar un campo eléctrico mas constante, puede ser preferible usar
electrodos de platino u oro. Sin embargo, los electrodos hechos de estos materiales son costosos y por lo tanto no es
practico usar electrodos hechos de estos materiales para bienes consumibles.

Por lo tanto, los dispositivos de electroporacion actuales tienen las siguientes desventajas. Primero, usar la cubeta para
la electroporacion puede ser costoso en dependencia del material del electrodo usado ya que existen dos electrodos
montados en dos lados opuestos de la cubeta, y ya que cada electrodo tiene un area superficial amplia. Adicionalmente,
se recomienda que las cubetas sean de un solo uso. Sin embargo, muchos usuarios realizan experimentos varias veces
mediante el uso de la misma cubeta, por lo tanto, se crea una posibilidad alta de ocurrencia de error experimental.
Segundo, debido a que el material del electrodo (Al) es reactivo en la solucién, y la sobretension relativa a la generacién
de hidrégeno es baja, realizar la electroporacion mediante el uso de los dispositivos de electroporacién actuales crea
burbujas de aire debido a la descomposicion del agua en las superficies de los electrodos. Tercero, se ha encontrado que
el subproducto de iones (Al 3*) generado tiene un efecto negativo en las células. Cuarto, la resistencia superficial en el
electrodo aumenta notablemente debido a la generacién de una capa de 6xido (Al2O3) en la superficie del electrodo.
Quinto, el campo eléctrico entre los electrodos puede no permanecer constante. Esto puede ser debido a grandes
cantidades de corriente que fluyen a través de las esquinas de los electrodos, lo que distorsiona de esta manera el campo
eléctrico. Finalmente, el volumen de muestra necesitado puede ser grande, lo que puede hacer dificil analizar una pequefia
cantidad de células en la muestra. Por lo tanto, hay una necesidad de desarrollar un nuevo dispositivo de electroporacion
para abordar estas desventajas.

Las Figuras 2-4 ilustran versiones de la técnica anterior de un dispositivo de electroporacién, una punta de pipeta, y los
componentes detallados de los mismos para resolver las desventajas anteriores. Con referencia a las Figuras 2-4, los
dispositivos de electroporacion actuales pueden incluir un generador de impulsos 710 para generar un impulso eléctrico;
un depodsito de muestra 20; una pipeta 30 con un lado en comunicacion eléctrica con el generador de impulsos; y una
punta de pipeta 40, un extremo de la que puede insertarse sobre la porcién extrema de la pipeta 30 y el otro extremo de
la que puede insertarse en el depdsito de muestra 20 y puede estar en comunicaciéon fluida con la muestra.
Adicionalmente, el extremo distal de la pipeta 30, o la punta de pipeta 40, puede estar en comunicacion fluida con la
muestra y la pipeta 30 puede ser capaz de extraer una muestra en la punta de pipeta 40. Adicionalmente, un electrodo 50
puede insertarse en el depdsito de muestra 20 y puede estar en comunicacion fluida con la muestra. La superficie
circunferencial exterior de la pipeta 30 comprende un cuerpo de contacto 37 formado con materiales conductores, en
donde el cuerpo de contacto 37 puede conectarse eléctricamente con un émbolo 42 ubicado dentro de la punta de pipeta
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40 como se muestra en la Figura 3. La punta de pipeta 40 comprende un cuerpo tubular 47 que tiene aberturas en ambos
extremos, en donde la abertura en un extremo puede ser una seccién en forma de anillo que tiene un diametro
relativamente grande para insertarse en la porciéon extrema de la pipeta 30, y el otro extremo puede ser una seccién en
forma de anillo que tiene un didametro relativamente pequefio. La punta de pipeta 30 se inserta entonces en el deposito
de muestra 20, y el émbolo 42 se ubica a través del cuerpo 41 de la punta de pipeta 40.

Al realizar la electroporacién mediante el uso del sistema y dispositivo de electroporacién mostrado en las Figuras 2-4, la
pipeta extrae la muestra en el interior de la punta de pipeta 40 mientras se mantiene la presién y de esta manera se
mantiene la muestra dentro de la punta de pipeta 40. El depdsito de muestra 20 puede entonces reemplazarse con un
depdsito que contiene una solucion electrolitica. Al aplicar una corriente eléctrica a los émbolos 42 ubicados dentro del
cuerpo 41 de la punta de pipeta 40 y al electrodo 50 que contacta la muestra en el depésito de muestra 40 o la solucion
electrolitica en el depdsito de la solucion electrolitica, una célula ubicada en la muestra extraida en la punta de pipeta 40
puede electroporarse, al pasar una corriente entre los dos electrodos y a través de cualesquiera células ubicadas entre
los dos electrodos. La electroporacién de las células ubicadas en la muestra dentro de la punta de pipeta 40 provoca que
las membranas celulares se vuelvan mas permeables, y por lo tanto facilita la introduccién de macromoléculas, sondas
moleculares, medicamentos, ADN, ARN, bacterias, genes, material proteico, células, o cualquier otra sustancia adecuada
que normalmente no puede penetrar la membrana celular, en la célula.

En el sistema y dispositivo de electroporacion de la técnica anterior como se muestra en las Figuras 2-4, la superficie
circunferencial exterior de la pipeta 30 comprende un cuerpo de contacto separado 31, y un émbolo separado 42 que
puede estar en comunicacion eléctrica con el cuerpo de contacto 31 en el cuerpo 417 de la punta de pipeta 40. Ya que la
superficie circunferencial exterior de la pipeta 30 incluye un cuerpo de contacto separado 37 y un émbolo separado 42 en
comunicacion eléctrica que se conecta con el cuerpo de contacto 31, la estructura del dispositivo puede ser compleja lo
que puede hacer que la fabricacion del dispositivo sea tanto costosa como consuma mucho tiempo. Ya que el cuerpo de
contacto 31y el émbolo 42 formado en la superficie circunferencial exterior de la pipeta 30 se conectan juntos en el interior
del dispositivo, puede ser dificil para un usuario determinar el estado de la conexién entre el émbolo y el cuerpo de
contacto.

Por lo tanto, seria util desarrollar un dispositivo de electroporacién donde la punta de pipeta en ella misma pueda servir
como un electrodo y de esta manera aplicar una corriente eléctrica a la muestra sin la necesidad de una estructura
separada (tal como el émbolo 42) que sirva como el electrodo.

El documento WO 03/057819 se refiere a dispositivos usados para la electroporacién de articulos seleccionados que se
adaptan particularmente para permitir el uso por sistemas automatizados o semiautomatizados.

Resumen de la invencion

Proporcionada en la presente descripcién esta una punta de pipeta para su uso con un dispositivo de electroporacién que
incluye una superficie exterior, un vacio ubicado dentro de la superficie exterior, y un conductor ubicado en un lado de la
superficie exterior. El conductor es capaz de aplicar un campo eléctrico al vacio de la punta de pipeta y de esta manera
aplicar un campo eléctrico a la muestra ubicada dentro de la punta de pipeta y a cualesquiera células en la misma. Las
membranas celulares de las células se electroporan entonces por la punta de pipeta, y cualquier material ubicado dentro
de la muestra puede entonces transferirse en las células.

Proporcionada ademas en la presente descripcién estd una punta de pipeta para su uso con un dispositivo de
electroporaciéon en donde la punta de pipeta en ella misma sirve como un electrodo para realizar la electroporacion en
donde la punta/el electrodo de pipeta contacta la muestra sin la necesidad de una estructura de electrodo separada.
Adicionalmente, esto puede tener el efecto adicional de realizar facilmente la electroporacion al reducir la tasa de error y
reducir la cantidad de prueba y error con el disefio simplificado. Por ejemplo, aunque se pretenden para un solo uso, las
cubetas usadas actualmente para la electroporacion pueden de hecho usarse multiples veces. Con la liberacién de iones
en la solucion de los electrodos ubicados en las cubetas y el efecto negativo que estos iones tienen en las células, la tasa
de error entre las series puede aumentar. Adicionalmente, debido a que el vacio de la punta de pipeta no contiene una
estructura adicional que sirve como el electrodo, tal como un émbolo que sirve como el electrodo, el vacio de la punta de
pipeta de la presente invenciéon puede succionar y expulsar facilmente la muestra de la punta de pipeta mediante el uso
simplemente de la presion de aire.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una punta de pipeta para su uso en llevar a cabo la
electroporaciéon que comprende: una parte de combinacion que tiene un cuerpo, un extremo proximal, un extremo distal,
y un vacio de la parte de combinacién; una parte de conexion que tiene un extremo proximal, un extremo distal y un vacio
de la parte de conexion, y ubicado al menos parcialmente sobre o dentro del extremo distal del cuerpo; una parte alargada
que tiene un vacio de la parte alargada y ubicado en el extremo distal de la parte de conexion, en donde el vacio de la
parte de combinacion, el vacio de la parte de conexion, y el vacio de la parte alargada estan en comunicacion fluida entre
si, la punta de pipeta que tiene una superficie exterior y un vacio ubicado dentro de la superficie exterior que comprende
el vacio de la parte de combinacién, el vacio de la parte de conexion y el vacio de la parte alargada; y que comprende
ademas un conductor ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la superficie exterior, en donde el conductor esta
en comunicacion eléctrica con al menos una porcién de la superficie exterior y el vacio, el conductor que tiene una
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superficie interior capaz de aplicar una corriente eléctrica al vacio de la parte de conexién, mediante lo que el conductor
puede proporcionar un solo electrodo del par de electrodos requerido para realizar la electroporacion y la punta de pipeta
no contiene otra estructura de electrodo, y una muestra extraida tanto en el vacio de la parte de conexién como en el
vacio de la parte alargada puede someterse a un campo eléctrico cuando la punta de pipeta se combina con otro electrodo
en un sistema de electroporacion. Tener el conductor ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la superficie
exterior de la punta de pipeta elimina la necesidad de una estructura conductora eléctrica o un electrodo dentro del vacio.
Por lo tanto el vacio sélo se llena con la muestra. El conductor estd en comunicacion fluida con el vacio. En algunas
modalidades, el conductor puede ser en forma de anillo. Adicionalmente, el conductor puede incluir un cuerpo y una
superficie, donde el cuerpo incluye un material conductor seleccionado de al menos uno de cobre, laton, niquel, oro, plata,
aluminio, cualquier combinacion de los mismos, o cualquier otro material conductor adecuado. En algunas modalidades,
el cuerpo del conductor puede ser un conductor moldeado por inyeccion, en donde el conductor moldeado por inyeccion
incluye al menos uno de plastico o de polimero conductor. En algunas modalidades, la superficie del conductor puede
incluir al menos uno de latén, cobre, aluminio, niquel, oro, plata, cualquier combinacién de los mismos, o cualquier otro
material conductor adecuado. En algunas modalidades, la punta de pipeta puede comprender ademas al menos un poste
de conexion. El poste de conexiéon puede o puede no ser en forma de embudo. En algunas modalidades, la punta de
pipeta puede incluir al menos uno, al menos dos, o al menos tres postes de conexién. En algunas modalidades, los tres
postes de conexion pueden ubicarse a 120 grados uno con respecto a los otros y con respecto a la superficie exterior.

Proporcionada ademas en la presente descripcién esta una punta de pipeta para su uso con un dispositivo de
electroporaciéon que comprende: un cuerpo que tiene un extremo proximal, un extremo distal, y un vacio; un conector que
tiene un extremo proximal, un extremo distal, y un vacio y ubicado ademas en el extremo distal del cuerpo, el conector
que comprende: al menos un poste de conexion; una parte de conexiéon en comunicacion mecanica con el al menos un
conector; un conductor ubicado al menos parcialmente sobre o dentro del cuerpo y que rodea al menos una porcion del
al menos un poste de conexion; y una parte alargada que tiene un vacio y ubicado en el extremo distal del conector, en
donde el vacio del cuerpo, el conector, y la parte alargada estan en comunicacion fluida. Tener el conductor ubicado al
menos parcialmente sobre o dentro de la superficie exterior de la punta de pipeta elimina la necesidad de una estructura
conductora eléctrica o un electrodo dentro del vacio. Por lo tanto el vacio sélo se llena con la muestra. El conductor puede
o puede no ser capaz de rodear el al menos un poste de conexion. El conductor puede incluir ademas una superficie
interior capaz de aplicar una corriente eléctrica al vacio de la parte del conector. El conductor puede ser un material
conductor seleccionado de al menos uno de niquel, oro, plata, cobre, latén, o aluminio. La superficie interior del conductor
puede chaparse con un material conductor seleccionado de al menos uno de latén, aluminio, cobre, niquel, oro, plata,
cualquier combinacion de los mismos, o cualquier otro material conductor adecuado. El conductor puede moldearse por
inyeccion con plastico o con un polimero conductor. Adicionalmente, la punta de pipeta puede incluir un diametro de la
parte de combinacién y un diametro del conductor, en donde el diametro del conductor puede o puede no ser menor que
el diametro de la parte de combinacion. La parte alargada puede estrecharse a lo largo de su longitud. La parte de conexion
puede incluir un orificio de conexién en comunicacion con el vacio de la parte de combinacién. El orificio de conexién
puede incluir ademas una ranura que se extiende radialmente desde el orificio de conexion. La parte de conexion puede
incluir ademas al menos una proyeccion de conexion y una proyeccion de fijacion, en donde la al menos una proyeccion
de conexion y la proyeccion de fijacion son capaces de entrelazarse juntas.

En un segundo aspecto, la presente invencidn proporciona un sistema de electroporaciéon que comprende un generador
de impulsos; una pipeta que tiene una punta de pipeta del primer aspecto en comunicacion eléctrica con el generador de
impulsos; y un electrodo en comunicacion con el generador de impulsos. La punta de pipeta puede estar en comunicacion
eléctrica con el electrodo.

Breve descripcién de los dibujos

Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra
una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion por referencia a la siguiente descripcion
detallada que expone las modalidades ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la invencién, y los dibujos
acompanantes de los que:

La Figura 1 es una vista en perspectiva de una cubeta usada actualmente para realizar la electroporacion;

La Figura 2 muestra un ejemplo de un sistema y dispositivo usado para realizar la electroporacién en la técnica anterior;
La Figura 3 es una vista lateral del dispositivo mostrado en la Figura 2;

La Figura 4 es una vista lateral de los componentes de una punta de pipeta usada con el dispositivo mostrado en la
Figura 2;

La Figura 5 es una vista en perspectiva que ilustra una punta de pipeta que es una modalidad de la invencion;

La Figura 6 es una vista en perspectiva que ilustra la punta de pipeta mostrada en la Figura 5 con el conductor extraido;
La Figura 7 es una vista en seccién transversal de la punta de pipeta mostrada en la Figura 5;

La Figura 8 es una vista en perspectiva de una punta de pipeta que es una modalidad de la invencion;

La Figura 9 es una vista en seccién transversal de la punta de pipeta mostrada en la Figura 8.

La Figura 10 es una vista en perspectiva de una punta de pipeta que es una modalidad de la invencion;

La Figura 11 es una vista en seccion transversal de la punta de pipeta mostrada en la Figura 10; y

La Figura 12 muestra un dispositivo y sistema de electroporacion.
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Descripcion detallada de la invencion

Proporcionada en la presente descripcion estd una punta de pipeta para su uso con un dispositivo de electroporacion. La
punta de pipeta facilita la electroporacién ya que la punta de pipeta en ella misma puede usarse para proporcionar un
electrodo y/o una corriente eléctrica a la muestra sin la necesidad de tener un electrodo separado, tal como el electrodo
de émbolo mostrado en las Figuras 3 & 4. Por lo tanto, la punta de pipeta descrita en la presente descripcion puede
reducir el costo unitario de fabricaciéon de un dispositivo de electroporacion y puede por lo tanto facilitar la realizacion de
la electroporacion en una muestra y sus contenidos.

En algunas modalidades, proporcionada en la presente descripcién esta una punta de pipeta para su uso con un
dispositivo de electroporacién que incluye una superficie exterior, un vacio ubicado dentro de la superficie exterior, y un
conductor ubicado en un lado de la superficie exterior. El conductor es capaz de aplicar un campo eléctrico al vacio de la
punta de pipeta y a cualquier muestra y/o células ubicadas dentro de la punta de pipeta. La aplicacion de un campo
eléctrico a la membrana celular de una célula por la punta de pipeta electropora las células, y el material ubicado dentro
de la muestra puede entonces transferirse en las células. Los ejemplos del material que puede introducirse en las células
incluyen macromoléculas, sondas moleculares, medicamentos, terapéuticos, ADN, ARN, bacterias, genes, material
proteico, células, o cualquier otro material adecuado.

Con referencia ahora a las Figuras 5-7, las Figuras 5-7 muestran diversas vistas de una modalidad de una punta de
pipeta en donde la punta de pipeta 400 incluye: una parte de combinacion 470 con un vacio 411 que puede conectarse a
un extremo de una pipeta 300 (como se muestra en la Figura 12). La pipeta 300 esta en comunicacion fluida con el vacio
411. La punta de pipeta incluye ademés una parte alargada 430 que se extiende desde la parte de combinacion 410. En
algunas modalidades, la parte alargada 430 tiene un diametro mas pequefio en comparacion con la parte de combinacién
410. Un vacio 431 se ubica ademas dentro de la parte alargada 430y se forma para contactar la muestra para extraerse
en la punta de pipeta. La punta de pipeta incluye ademas una parte de conexién 420 ubicada entre la parte de combinacion
410 y la parte alargada 430. La parte de conexion 420 incluye ademds un vacio 421 que estd en comunicacion con el
vacio 411 de la parte de combinacion 410y el vacio 431 de la parte alargada 430. La conexion entre los vacios 411, 421,
431 de la parte de combinacion 410, la parte de conexion 420, y la parte alargada 430, respectivamente, facilita la
aplicacion de un campo eléctrico por la parte de conexion a la muestra. En algunas modalidades, la succién puede
aplicarse por la pipeta 300. Cuando se presiona el émbolo de la pipeta, la succion creada por la pipeta 300 se transfiere
a través de los vacios 411, 421, 431 de la parte de combinacién 470, la parte de conexion 420, y la parte alargada 430,
respectivamente, para extraer una muestra en el vacio 431 de la parte alargada 430 y en el vacio 421 de la parte de
conexion 420. En algunas modalidades, la punta de pipeta 400 se calibra para extraer una cantidad suficiente de muestra,
de manera que la muestra solo llene los vacios 431, 421 de la parte alargada 430 y la parte de conexion 420,
respectivamente. En algunas modalidades, la muestra puede extraerse en los vacios 411, 421, 431 de la parte de
combinacién 410, la parte de conexion 420 y la parte alargada 430, respectivamente.

La parte de combinacion 410 tiene dos extremos un extremo distal, o el extremo mas alejado del usuario/la pipeta, y un
extremo proximal, o el extremo mas cercano al usuario/la pipeta. Ambos extremos de la parte de combinacion 410 tienen
aberturas, y un vacio 411 rodeado por una superficie exterior en el que puede extraerse la muestra. Adicionalmente, una
superficie circunferencial exterior superior de la parte de combinacién 470 tiene una longitud predeterminada para conectar
o desconectar facilmente la punta de pipeta 400 del extremo de la pipeta 300, y puede incluir ademas las proyecciones
412 que se extienden radialmente desde la parte de combinacion 4170.

Con referencia a la Figura 6, en algunas modalidades, la punta de pipeta incluye una parte de conexién 420 que
comprende al menos uno, al menos dos, al menos tres, o mas de tres postes de conexion en forma de cilindro 423 fijados
en un extremo de la parte de combinacién 410, una parte de conexion en forma de embudo 424 fijada en los extremos
del uno o la pluralidad de postes de conexion 423; y un conductor 422 que rodea los postes de conexion 423. En algunas
modalidades, el conductor se ubica al menos parcialmente sobre o dentro de la superficie de la parte de combinacion 470.
Tener el conductor ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la parte de combinacion elimina la necesidad de una
estructura conductora eléctrica, o un electrodo, dentro del vacio. Por lo tanto el vacio sélo se llena con la muestra. En
algunas modalidades, pueden existir tres postes de conexién 423, el conductor 422 puede rodear los postes de conexion
423 al menos parcialmente o totalmente. En algunas modalidades, el conductor 422 es un conductor en forma de anillo.
Los postes de conexion 423 pueden disponerse en cualquier posicion alrededor de la parte de combinacion 420. En
algunas modalidades, los postes de conexion 423 pueden disponerse en un angulo de 120° uno con respecto a los otros
postes de conexion y relativos a la superficie mas baja de la parte de combinacion 410, y se forma un vacio 421 a través
del centro de la parte de conexidon 424. La superficie circunferencial interior del conductor 422 puede exponerse a través
de espacios entre los postes de conexion 423 para facilitar la aplicacion del campo eléctrico a una muestra extraida en la
punta de pipeta. En algunas modalidades, el conductor consiste en un material conductor tal como, sélo para propdsitos
de ejemplo, niquel, oro, plata, cobre, latén, aluminio, cualquier combinacién de los mismos, o cualquier otro material
conductor adecuado, y/o la superficie del conductor puede chaparse con un material conductor tal como, para propdsitos
de ejemplo solo, niquel, oro, plata, cobre, latén, aluminio, cualquier combinacién de los mismos, o cualquier otro material
conductor adecuado. En algunas modalidades, el conductor puede moldearse por inyeccion con un plastico. La superficie
del conductor puede entonces chaparse con un material conductor tal como cobre, latén, aluminio, niquel, oro, plata,
cualquier combinacién de los mismos, o cualquier otro material conductor adecuado. En algunas modalidades, el
conductor puede moldearse por inyeccion con un polimero conductor.
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La parte alargada 430 puede tener cualquier longitud predeterminada adecuada en una direccion longitudinal de la parte
de conexion 424 al fijarse a la superficie mas baja de la parte de conexion 424, y un vacio 431 que se comunica con el
vacio 421 de la parte de conexion 424 puede formarse a través de su centro. En algunas modalidades, la parte alargada
430 puede estrecharse en diametro a lo largo de su longitud para reducir la cantidad de muestra que permanece en el
extremo de la parte alargada 430 cuando la punta de pipeta 400 se extrae del depdsito de muestra.

Con referencia ahora a las Figuras 8 & 9, la Figura 8 es una vista en perspectiva de una modalidad de una punta de
pipeta proporcionada en la presente descripcién, el exterior de la que es similar a la punta de pipeta mostrada en la Figura
5; la Figura 9 es una vista en seccion transversal de la punta de pipeta mostrada en la Figura 8. La punta de pipeta 600
para el dispositivo de electroporaciéon de acuerdo con otra modalidad de la presente invencion incluye: una parte de
combinaciéon 670 con un vacio 677 en el que puede insertarse un extremo de una pipeta 300 (como se muestra en la
Figura 12) para comunicarse con el vacio 6117; una parte alargada 630 que tiene un vacio 6317 en el que puede extraerse
la muestra; y una parte de conexion 620 proporcionada entre dicha parte de combinacion 670y dicha parte alargada 630,
que tiene un vacio 621 dentro de manera que el vacio 6317 de dicha parte de combinacion 630 puede comunicarse con el
vacio 671 de dicha parte alargada 610. La parte del conector puede tener un diametro mas pequefio que la parte de
combinacién 670. La parte de conexién 620 incluye un conductor 622 para aplicar un campo eléctrico a la muestra en el
vacio de la punta de pipeta 600.

La parte de combinacion 610 tiene dos extremos con aberturas ubicadas en cada extremo y un vacio 671 en el centro. El
vacio 671 se ubica en el centro de la parte de combinacion 670. El vacio 4711 esta en comunicacion fluida con los vacios
421, 431 de la parte de conexion 420, y la parte alargada 430, respectivamente, en el que puede extraerse la muestra.
En algunas modalidades, la muestra puede extraerse ademas en el vacio 671 de la parte de conexion 610. La superficie
circunferencial exterior superior de la parte de combinacion 670 tiene una longitud predeterminada para conectar o
desconectar faciimente la punta de pipeta 600 del extremo de la pipeta 300, y puede incluir ademas las proyecciones 672
que se extienden radialmente desde la parte de combinacion 610.

Con referencia a la Figura 9, en algunas modalidades, la punta de pipeta 600 tiene un orificio de conexién 613 que se
comunica con el vacio 671 formado en una superficie mas baja de la parte de combinacion 610, y una ranura en forma
de anillo 674 que se extiende radialmente desde el orificio de conexion 613y se rebaja en el lado del orificio de conexién
613 para adaptar un extremo superior de la parte de conexion 620. En el extremo superior se forma una proyeccion de
conexion 623 que tiene la forma correspondiente al orificio de conexién 6713 de la parte de combinacién 6710 para
adaptarse, y se forma una proyeccion de fijacion 624 que tiene la forma correspondiente a la ranura de conexion 674 en
el lado de la proyeccion de conexion 623 para insertarse en la ranura de conexion 614, o que conecta de esta manera la
parte de combinacion 670 y la parte de conexion 620. Ademas, una proyeccion de conexion 623’ que tiene la forma
correspondiente al orificio de conexion 613' de la parte alargada 630 para ajustarse en la misma se forma en el extremo
mas bajo, y una proyeccion de fijacion 624’ que tiene la forma correspondiente a la ranura de conexion 674’ se forma en
el lado de la proyeccién de conexion 623" para insertarse en la ranura de conexién 674’ lo que conecta de esta manera
la parte de combinacion 610y la parte alargada 630.

Un vacio 621 en el que puede extraerse una muestra puede formarse a través del centro de la parte de conexién 620. La
parte de conexion 620 incluye un conductor 622 que puede hacerse de un material seleccionado de un material conductor
tal como, sélo para propésitos de ejemplo, niquel, oro, plata, cobre, latén, aluminio, cualquier combinacién de los mismos,
o cualquier otro material conductor. El conductor 622 puede ubicarse al menos parcialmente sobre o dentro de la superficie
de la parte de conexidn 620. Tener el conductor 622 ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la superficie de la
parte de conexion 620 elimina la necesidad de una estructura conductora eléctrica o un electrodo dentro del vacio. Por lo
tanto el vacio sélo se llena con la muestra. El conductor 622 puede por lo tanto aplicar un campo eléctrico a la muestra
ubicada dentro ya sea del vacio 621 de la parte de conexién 620 o el vacio 631 de la parte alargada 630, o ambos vacios
621 y 631. La superficie del conductor puede chaparse con un material conductor tal como, sélo para propositos de
ejemplo, niquel, oro, plata, cobre, laton, aluminio, cualquier combinaciéon de los mismos, o cualquier otro material
conductor adecuado. En algunas modalidades, el conductor 622 puede moldearse por inyeccion con plastico, la superficie
del que puede entonces revestirse o chaparse con un material conductor tal como, por ejemplo, latén, aluminio, cobre,
niquel, oro, plata, cualquier combinaciéon de los mismos, o cualquier otro material conductor adecuado. En algunas
modalidades, el conductor 622 puede moldearse por inyeccion con un polimero conductor.

Como se describio anteriormente, la forma de la superficie superior de la parte alargada 630 puede corresponder a la
forma de la superficie de la parte de combinacion 670 para facilitar la conexién de la parte de combinacion 610, la parte
de conexion 620, y la parte alargada 630. Un vacio 631 que se comunica con la parte de combinacion 621 de la parte de
conexion 620 se forma a través de su centro y se extiende en una direccion longitudinal. En algunas modalidades, la parte
alargada 630 puede estrecharse a lo largo de su longitud. En algunas modalidades, el extremo de la parte alargada 630
se estrecha en diametro desde el extremo superior o proximal al extremo distal para reducir la cantidad de muestra en el
extremo de la parte alargada 630 cuando la parte alargada 630 se extrae del depdsito de muestra.

Por las estructuras anteriores, en caso de la extraccién de la muestra mediante el uso de la punta de pipeta para la
electroporacién de acuerdo con una modalidad de la presente invencion, la construccién del dispositivo de electroporacion
puede hacerse mas simple al hacer la electroporacion posible mediante el uso de la punta de pipeta en ella misma para
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aplicar la electricidad a la muestra sin tener un émbolo adicional, de esta manera la presente invencion puede reducir el
costo unitario de fabricacion. Adicionalmente, la presente invencién puede realizar facilmente la electroporacion al reducir
la tasa de error y reducir la cantidad de pruebas y errores con una estructura simple de aplicar el electrodo a la muestra.
Ademas, ya que las puntas de pipeta actuales para su uso en un dispositivo de electroporacion pueden tener una
estructura separada que sirve como el electrodo, tal como el émbolo descrito en la técnica anterior, la estructura separada
puede interferir con el uso de la presion de aire para extraer o expulsar la muestra de la punta de pipeta. Ya que la punta
de pipeta para la electroporacion de acuerdo con una modalidad de la presente invencién no tiene un electrodo separado,
la punta de pipeta puede extraer o expulsar facilmente una muestra mediante el uso de la presion de aire para crear un
vacio o expulsar la muestra.

La Figura 10 es una vista en perspectiva que ilustra una modalidad de una punta de pipeta proporcionada en la presente
descripcion, y la Figura 11 es una figura en seccion transversal de la Figura 10. Con referencia ahora a las Figuras 10-
11, la punta de pipeta 700 para la electroporacién incluye: una parte de combinacién 710 con un vacio 711 en el que se
inserta un extremo de una pipeta 300 para comunicarse con el vacio 711; y una parte alargada 730 que tiene un vacio
731 que se comunica con el vacio 711 de la parte de combinacién 710 en el que se extrae la muestra, y un conductor 732
que tiene un diametro relativamente mas pequefio que la parte de combinacién 710, que se fija al extremo de la parte de
combinacién 710, y que consiste en un material conductor en su lado. En algunas modalidades, el material conductor
puede estar en el lado interno del conductor.

La parte de combinacion tiene un extremo proximal y un extremo distal, y tanto los extremos proximal como distal de la
parte de combinacién 770 tienen aberturas. La parte de combinacion tiene ademas un vacio 771 formado a través de su
centro en el que puede extraerse la muestra. Adicionalmente, una superficie circunferencial exterior superior de la parte
de combinacién 710 tiene una longitud predeterminada para conectar o desconectar facilmente la punta de pipeta 700 del
extremo de la pipeta 300. En algunas modalidades, la circunferencia exterior superior de la parte de combinacién 770
puede incluir ademas las proyecciones 712 formadas que se extienden radialmente desde la parte de combinacién 770.

Una proyeccion de conexion 713 que tiene una altura predeterminada se ubica en el extremo distal de la parte de
combinaciéon 710. La proyeccion de conexién 713 puede insertarse en una proyeccion de fijacion 7714 ubicada en el
extremo proximal de la parte alargada 730. Cuando se unen juntas, la proyeccién de conexion 713 y la proyeccion de
fijacion 714 fijan la parte de combinacién 710 y la parte alargada 730 en el lado de la proyeccion de conexion 730. Una
ranura de conexion 732 que tiene una forma correspondiente a la proyeccion de conexion 713 puede formarse en el
extremo proximal de la parte alargada 730 en el que se inserta la proyeccién de conexién 713. En algunas modalidades,
una ranura de fijacion 733, en donde se inserta y se combina la proyeccion de fijacién 714 se forma en el lado interior de
la ranura de conexion 732. En algunas modalidades, el extremo de la parte alargada 730 se estrecha a lo largo de su
longitud. En algunas modalidades, la parte alargada 730 se estrecha en diametro desde el extremo superior o proximal al
extremo distal para reducir la cantidad de muestra que permanece en el extremo de la parte alargada 730 después que
la parte alargada 730 se ha extraido del depdsito de muestra. El conductor 734 puede ubicarse al menos parcialmente
sobre o dentro de la proyeccién de conexion 713. Tener el conductor ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la
superficie exterior de la punta de pipeta elimina la necesidad de una estructura conductora eléctrica o un electrodo dentro
del vacio. Por lo tanto, el vacio sélo se llena con la muestra. El conector se ubica al menos parcialmente sobre o dentro
de la parte de combinacién 7710. En algunas modalidades, el conductor 734 puede consistir en materiales conductores
tales como cobre, latén, aluminio, niquel, oro, plata, cualquier combinacién de los mismos o cualquier otro material
conductor adecuado, y la superficie del mismo puede chaparse con cualesquiera materiales conductores tales como, por
ejemplo, cobre, laton, aluminio, niquel, oro, plata, cualquier combinaciéon de los mismos, o cualquier otro material
conductor adecuado. En algunas modalidades, el conductor puede moldearse por inyeccién con plastico, o con un
polimero conductor.

Con referencia ahora a la Figura 12, la Figura 12 muestra un sistema de electroporacién que incluye un dispositivo de
electroporaciéon que comprende una pipeta sobre la que puede montarse una punta de pipeta para la electroporacion.
Adicionalmente, proporcionado en la presente descripcion esta un método de uso del dispositivo y el sistema. El sistema
de electroporacion incluye un generador de impulsos 100 para generar un impulso eléctrico; un depédsito de muestra 200;
una pipeta 300 capaz de extraer la muestra del depdsito de muestra y que es capaz de mantener la muestra extraida; una
punta de pipeta 400 conectada eléctricamente con el generador de impulsos 100 del que un extremo se conecta a la
porcion extrema de la pipeta 300, y del que el otro extremo se inserta en el depdsito de muestra 200y en el que la muestra
se extrae por la pipeta 300; y un electrodo adicional 500 conectado eléctricamente con el generador de impulsos 700 y
sumergido en el depdsito 200. Después que la muestra se extrae en la punta de pipeta 400 mediante el uso de la pipeta
300 como unos medios para mantener la presion, una célula o células, si estan presentes, en la muestra extraida en la
punta de pipeta 400 pueden entonces electroporarse al aplicar un impulso eléctrico a los conductores 422 del electrodo
500 y la punta de pipeta 400 mediante el uso del generador de impulsos 700. En algunas modalidades, el depdsito de
muestra 200 puede contener un electrolito para conducir la corriente, en adiciéon a la muestra. En algunas modalidades,
el depdsito de muestra 200 puede reemplazarse con un depésito de electrolitos que contiene un electrolito para conducir
la corriente después que la muestra se ha extraido en la punta de pipeta 400. La punta de pipeta 400 y el electrodo
adicional 500 pueden entonces colocarse en el depdsito de electrolitos. Los impulsos de corriente entonces pueden
aplicarse a la membrana celular mediante el uso del electrodo y la punta de pipeta al pasar la corriente entre el electrodo
y el conductor ubicado en la punta de pipeta. Los impulsos de corriente pueden entonces cambiar la configuracion de la
bicapa lipidica de la membrana celular para permitir que los materiales ubicados en la muestra que son tipicamente
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incapaces de pasar a través de la membrana celular pasen a través de la membrana celular. Los impulsos aplicados son
de suficiente resistencia y duracién para crear traspasos temporales para los materiales impermeables, que pueden
entonces resellarse sin dafiar o destruir la célula. Los ejemplos de los materiales que pueden entonces pasarse a través
de la membrana celular incluyen, pero no se limitan a, macromoléculas, sondas moleculares, medicamentos, terapéuticos,
ADN, ARN, bacterias, genes, material proteico, células, o cualquier otro material adecuado. La pipeta puede usar el vacio
y la expulsion para extraer y expulsar una muestra al mover el émbolo en el extremo distal de la pipeta como se indica
por las flechas en la Figura 12.

Aunque las modalidades preferidas de la presente invencion se han mostrado y descrito en la presente descripcion, sera
obvio para los expertos en la técnica que tales modalidades se proporcionan sélo a modo de ejemplo. El alcance de la
proteccion se determina por las reivindicaciones. Numerosas variaciones, cambios, y sustituciones se les ocurriran ahora
a los expertos en la técnica sin apartarse de la invencién. Debe entenderse que pueden emplearse diversas alternativas
a las modalidades de la invencion descritas en la presente descripcion en la practica de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Una punta de pipeta (400, 600, 700) para su uso en llevar a cabo la electroporacién que comprende:

una parte de combinacién que tiene un cuerpo (410, 610, 710), un extremo proximal, un extremo distal, y un vacio
de la parte de combinacion (411, 611, 711);

una parte de conexién (420, 620) que tiene un extremo proximal, un extremo distal y un vacio de la parte de
conexion (421, 621), y ubicado al menos parcialmente sobre o dentro del extremo distal del cuerpo;

una parte alargada (430, 630, 730) que tiene un vacio de la parte alargada (431, 631, 731) y ubicado en el extremo
distal de la parte de conexidn, en donde el vacio de la parte de combinacion, el vacio de la parte de conexion, y el
vacio de la parte alargada esta en comunicacion fluida entre si, la punta de pipeta que tiene una superficie exterior
y un vacio ubicado dentro de la superficie exterior que comprende el vacio de la parte de combinacién, el vacio de
la parte de conexién y el vacio de la parte alargada; y

que comprende ademas un conductor (422, 622, 734) ubicado al menos parcialmente sobre o dentro de la
superficie exterior, en donde el conductor esta en comunicacion eléctrica con al menos una porcién de la superficie
exterior y el vacio, el conductor que tiene una superficie interior capaz de aplicar una corriente eléctrica al vacio de
la parte de conexién, mediante lo que el conductor puede proporcionar un solo electrodo del par de electrodos
requerido para realizar la electroporacion y la punta de pipeta no contiene otra estructura de electrodo, y la muestra
extraida tanto en el vacio de la parte de conexién como en el vacio de la parte alargada puede someterse a un
campo eléctrico cuando la punta de pipeta se combina con otro electrodo en un sistema de electroporacion.

Una punta de pipeta como se reivindica en la reivindicacién 1 en donde el conductor (422, 734) rodea ademas al
menos un poste de conexion (423, 713) parcialmente o totalmente, el al menos un poste de conexion que se ubica
en la parte de conexion.

La punta de pipeta de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde el conductor es en forma de anillo.

La punta de pipeta de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde el conductor tiene un cuerpo moldeado por
inyeccion que incluye al menos uno de plastico y o de polimero conductor, en donde si el cuerpo del conductor es
plastico, la superficie se chapa con un material conductor.

La punta de pipeta de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 en donde el conductor incluye un cuerpo y una
superficie y la superficie se chapa con al menos uno de latén, cobre, aluminio, niquel, oro o plata.

La punta de pipeta de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 en donde el conductor incluye un cuerpo y una
superficie y el cuerpo incluye un material conductor, preferentemente al menos uno de cobre, latén, niquel, oro,
plata, o aluminio.

La punta de pipeta de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en donde la superficie interior del conductor capaz
de aplicar una corriente eléctrica al vacio de la parte de conexién se chapa con un material conductor seleccionado
de al menos uno de latén, aluminio, cobre, niquel, oro o plata.

La punta de pipeta de la reivindicacion 2, que comprende tres postes de conexion, ubicados preferentemente a
120 grados uno con respecto a los otros y con respecto a la superficie exterior.

Una punta de pipeta como se reivindica en la reivindicacién 2 en donde la parte de conexion (420) comprende una
pluralidad de postes de conexion (423) fijados en un extremo de la parte de combinacion (410), un conector en
forma de embudo (424) fijado en los extremos de los postes de conexién, y el conductor (422), en donde el
conductor rodea los postes de conexién parcialmente o totalmente.

La punta de pipeta de la reivindicacion 1 en donde la parte de conexion incluye (i) el conductor (622), (ii) una
proyeccion de conexion (623) en el extremo superior que se adapta en un orificio de conexion (613) en la superficie
mas baja de la parte de combinacion, dicha proyeccion de conexién que tiene una proyeccion de fijacion (624) que
se inserta en una ranura en forma de anillo (614) que se extiende radialmente desde el orificio de conexién v (iii)
una proyeccion de conexion (623') en el extremo mas bajo que se adapta en un orificio de conexion (613') de la
parte alargada, la proyeccion de conexiéon que tiene una proyeccion de fijacion (624') que se inserta en una ranura
de conexion (614') mediante la que la parte de combinacién se conecta a tanto la parte de conexiéon como la parte
alargada.

La punta de pipeta de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde la parte alargada se estrecha a lo
largo de su longitud.

Un sistema de electroporacién que comprende

a. un generador de impulsos (100);

b. una pipeta (300) que tiene una punta de pipeta como se reivindica en la reivindicaciéon 1 en
comunicacion eléctrica con el generador de impulsos, y

C. un electrodo (500) en comunicacion con el generador de impulsos.
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13. El sistema de electroporacion de acuerdo con la reivindicacion 12 en donde la punta de pipeta esta en
comunicacion eléctrica con el electrodo.
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