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Extracto—La Electroporacion Irreversible (EIR) es una tecnologia
prometedora para tratar cancer maligno local utilizando impulsos
eléctricos de alto voltaje cortos. Desafortunadamente, los estu-
dios en vivo muestran que la EIR sufre de una incapacidad de
destruir volumenes grandes de tejido de cancer sin la introduccion
de agentes citotdxicos y/o incrementar la dosis eléctrica aplicada a
niveles peligrosos. Esta investigacion tratara esta limitacion
apalancando los mecanismos objetivo membrana que incrementan
la permeabilizacién de membrana letal. Los métodos que directa-
mente modifican las propiedades de la membrana o que cambian la
temporizacion de entrega del impulso se proponen que no se ba-
sen en agentes citotoxicos. Este trabajo muestra mejora significati-
va (67-75% de més destruccion de células in vitro y >100% el
incremento de volumen de tratamiento ) se puede lograr utilizando
los enfoques de objetivo membrana para destruccion del cancer
EIR. Los métodos presentados son surfactantes (por ejemplo,
DMSO) y de temporizacién de impulsos que son de costo bajo, no
toxico y féciles de incorporar en € uso clinico existente. Ademas,
cuando se necesitan, estos métodos también pueden combinarse
con electroquimioterapia para mejorar més la eficacia del tratamien-
tode EIR.

Palabras clave—Electroporacion irreversible, Tratamiento de can-
cer, Adyuvantes, DMSO, Temporizacién de impulso,
Permeabilizacion de membrana.

INTRODUCCION

La electroporacion, o electropermeabilizacion, es una tec-
nologia prometedora que induce un incremento significativo
delaconductividad y permeabilidad delamembranade plasma
a exponer las células a una serie corta, de impulsos eléctricos
dealto voltaje.* Se hautilizado ampliamente en biologiamole-
cular como un método para introducir moléculas extrafias,
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incluyendo iones, tintes, anticuerpos, ARN y fragmentos de
ADN, dentro de células vivas con esto respaldando los cam-
pos tales como la entrega de medicamento y transferencia de
genes.% Recientemente, Davalos y colaboradores® propusie-
ron €l uso de la electroporacion como un medio de destruc-
cion de tejido blando, algunas veces llamado “ablacion” en la
comunidad médica. Lapruebapreclinicainvitro?” y envivo-102
ha sido emprendida para respaldar esta nueva modalidad. A
diferencia de la electroporacion tradicional, en donde las célu-
las s6lo se espera que estén permeabilizadas temporalmente y
se recuperen después del tratamiento; la poracion irreversible
o letal es la meta en los usos de la terapia de cancer. Por lo
tanto, el término “electroporacionirreversible” (EIR) seutiliza
para distinguir este enfoque. Los beneficios que propone la
EIR son que es méas simple y rapida mientras que mantiene la
naturalezaminimamenteinvasivadelasterapiastérmicasexis-
tentes (por gemplo, RF y criocirugia). Los impulsos el éctri-
cos de EIR normalmente se entregan por sondas con dimen-
siones milimétricas y toman sélo segundos paralaentrega. En
adicion, los estudios en vivo han mostrado que lademarcacion
entree tgjidovivoy tratado (usualmente referido comola* zona
de transicion”) pueden ser mas punzocortantes comparadas a
las terapias térmicas.>** También se ha sugerido que la EIR
puede destruir las células de tumor, mientras que conservan
las estructuras de tejido tales como conductos mayores y va-
sos dentro de laregion objetivo.® Al ser unaterapia no térmi-
ca,*®laEIR estalibredel efecto disipador de calor de sistemas
vasculares locales, € cual ayuda a planeacion clinica futura,
ya que es menos dependiente en la perfusién (actuamente un
aspecto limitante en las terapias térmicas,**°), haciendo de la
EIR una candidata superior para tumores que se encuentren
adyacentes a los vasos sanguineos mayores o ductos.

Una amplia variedad de células34?"35373 grganos,” 8214 y
model os de animal es, 10114303436 han sido utilizado para carac-
terizar laEIR en distintos tipos de cancer. El ensayo clinico de
primera fase en el hombre® también ha sido efectuado en pa-
cientes con carcinoma de células renales. Ningun aspecto de
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seguridad fue notado con base en |os registros hematol 6gicos,
de suero bioquimico y de ECG delos pacientes, a pesar de que
los efectos alargo plazo permanecen a ser estudiados en ensa-
yos clinicos més grandes. Ensayos clinicos més recientes han
sido revisados en Golberg y Yarmush.*® Sin embargo, a pesar
delosresultados a entadoresinformados, existen variaslimita-
ciones con la técnica emergente, la cual puede presentar obs-
téculos a su uso clinico. Quizés e mas critico es la incapaci-
dad de la EIR para destruir grandes volimenes de tejido bajo
un nivel de fuerza de campo eléctrico segura. De hecho, los
tamafios de la lesion comdn informados en la literatura con
sondas de aguja doble actualmente estan muy por debajo de 1
cm?3.814152 Mientras que es posible agrandar € volumen del
tratamiento incrementando €l voltaje en € electrodo central,
los campos eléctricos son extremadamente altos (mayores a
2500 V/cm) se necesitan y no son apropiados para uso clinico
como nervios adyacentes y € tejido cardiovascular puede da-
flarse con tales campos atos.’#2 Al utilizar sondas mdltipleses
otra manera de incrementar el tamafio de la lesién. Tedrica
mente, con un perfil de sonda bien planeado, una lesion mas
grande y personalizada puede lograrse quedando en la geome-
triaexactadel tumor objetivo meta. Sin embargo, las adiciones
de sondas multiples no sdlo hacen el tratamiento més invasivo
parael paciente, sino que incrementan la complejidad del pro-
cedimiento de operacion, haciendo de la EIR un enfoque me-
nos atractivo para el cirujano.

Existen varios enfoques para expandir el volumen detejido
que pueden tratarse por electroporacion incluyendo la adicion
de agentes quimioterapéuticos o citotdxicos y los enfoques
que incrementan la electropermeabilizacion de la membrana.
Al combinar la quimioterapia con la EIR también se ha defen-
dido por varios grupos y se le refiere como
“electroquimioterapias’ 2% Un método similar también fue pro-
puesto recientemente por Frandsen y colaboradores® utilizan-
do inyeccion de calcio intratumoral directa seguida por
electroporacién, la cud llevé a eventos de calcio intracelular
letales. Si bien estos estudios demostraron muerte celular me-
jorada, el enfoque fue mejorar la capacidad de medicamentos

JanG y colaboradores

quimioterapéuticos o agentes citotdxicos paraentrar y destruir
las cdlulas de cancer més que mejorar laeficaciadelaEIR por
si misma. Sin embargo, € propdsito de este estudio esinvesti-
gar la capacidad de incrementar la capacidad destructiva de
EIR sin descansar en medicamentos citotoxicos. Especifica-
mente, los mecanismos que modifican directamente las pro-
piedades de lamembrana (por jemplo, tensién delineay ten-
sion de superficie, veala Figura 1a) debe de reducir el umbral
de voltaje para una permeabilizacion leta y por lo tanto incre-
mentar |la eficacia de la muerte celular y por lo tanto €l volu-
men tratado después de dar la EIR. Dos métodos para lograr
estos cambios se proponen en este estudio: (1) adicion de
surfactante (sulféxido de dimetilo o DM SO) para directamen-
te interactuar con los limites de la membrana con esto cam-
biando latensién de lalineade lamembranay latensién dela
superficie (Fig. 1b) y (2) utilizar la temporizacién de impulso
(por gjemplo, introduccion y persistencia de defectos en los
impul sos entre membranas, Fig. 1c). Los estudios experimen-
tales fueron llevados a cabo en un modelo de cancer de pros-
tata humano (LNCaP Pro 5) bgjo tanto condiciones in vitro
(suspension de célula) y en vivo (camara de doblez de la piel
dorsal), ambos con métodos de eval uacion de viabilidad multi-
ple para evaluar y comparar los niveles de lesién con o sin
mejora de EIR. Aqui, nosotros documentamos que dos enfo-
que no téxicos proponemos (adyuvante surfactante y tempo-
rizacién de impulso) que puede de manera efectivay muy alta
mejorar el potencial destructivo de EIR invitroy envivo. Ade-
maés, el mecanismo de mejora se muestra que esta vinculado a
laestabilidad de lamembrana con esto permitiendo unareduc-
cion en labarrera de energia requerida para formacion de poro
irreversible.

MATERIALESY METODOS
Cultivo de Céulas de Tumor

Lalineade célulade cancer de préstata (LNCaP Pro 5) fue
cultivada como una monocapa adherente a Medio de Eagle
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FIGURA 1. Reportado IRE estrategias de mejora: (a) los factores que compiten (tensién superficial y linea de borde tensién) durante
la formacién de poros, (b) modelo energético basado nucleacién y radio de poro criticay la energia, y (c) la ilustracién de la forma de

entrega de tiempo de pulso .
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FIGURA 2. El ajuste experimental para el sistema EIR in vitro: (a) grafica esquematica al sistema de cubeta de EIR, (b) distribucién del
campo eléctrico sobre la brecha de la cubeta con 200 V aplicado a lo largo de la brecha, (c) cambio de temperatura después del
tratamiento de EIR con la linea base y el sistema de EIR en vivo: (d) la grafica esquematica del perfil de superficie de la camara, (e)
distribucién del campo eléctrico sobre la cAmara con 500 V aplicada al electrodo del centro y (f) cambio de temperatura después del

tratamiento con EIR de la linea base.

modificado por Dulbecco (DMEM)/F12 (BD Biosciences, CA)
complementado con 10% de suero bovino fetal, 100 U/mL de
penicilinalestreptomicina (P4333, Sigma-Aldrich, MO) y 10°
mol/L dihidrotestosterona (DHT) como se describe anterior-
mente.*® Cuando la confluencia fue >85% se alcanzo, las célu-
las estuvieron desprendidas agregando 0.05% detripsina EDTA
(Invitrogen, CA) y después hecha en una suspensién celular
simple.

Electroporacion In Vitro

Para cada prueba de electroporacion in vitro, 400 uL de
suspension de célula preparada (0.5-0.6 millones de células/
mL) fue pipeteado dentro de labrechadel electrodo (2 mm) en
una cubeta de el ectroporacion (FB102, Fischer Scientific), que
después fue colocada en un campo eléctrico externo creado
por un generador deimpulso eléctrico (BTX ECM 830, Harvard
apparatus), como se muestra en la Fig. 2a. La frecuencia del
impulso es de 10 Hz a menos que se especifique otra cosa. El
voltgje de salida y la corriente fueron supervisados por un
osciloscopio (Tektronix TDS 2002).

Mejoras In Vitro

Lamejorade DM SO fuelogradaincubando primero lasus-
pension de lacélulacon DM SO a 1-15% de fraccion del volu-
men (v/v) antes del tratamiento de EIR. Esta incubacion durd
1 minuto para permitir suficiente difusion de las moléculas de
DM SO dentro de lamembrana de la célula mientras que mos-
tro toxicidad minima para las células comparada con los con-
troles (informacion complementaria, S1). Para reducir € im-
pacto de DM SO en conductividad eléctrica extracelular du-
rante EIR o toxicidad después, la suspension de la célula fue
diluida por debajo de 1% v/v inmediatamente antes del proce-
dimiento de EIR. Todos los grupos en la Fig. 5 fueron expues-
tos aun tren de 50 impulsos (200 V, 50 pis por impulso).

Con latemporizacion del impulso, laenergiatotal entrega-
da (51 impulsos, 200 V y 50 ps por impulso) fue la misma

*Escogimos utilizar 51 impulsos en el método de temporizacién deimpul-
so con objeto de que el mismo ndmero de impulsos (17) se pudieran
entregar en cada tren. La diferencia de dosis entre 51 y 50 impulsos en
nuestros grupos de linea base es marginal .
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en todos los grupos de experimento. Sin embargo, 51 impul-
sos fueron divididos en 3 trenes de 17 impulsos con retrasos
variados entre trenes (10 s, 30 s, 1 minutos y 2 minutos). La
temporizacion del impulso del método de entrega seilustraen
laFigura 1c.

Ensayo de Miabilidad In \itro

Laviabilidadin vitro paralos grupos experimental y de con-
trol fue evaluada utilizando un ensayo de CCK-8 con base de
tetrazolio (Dojindo Molecular Technologies, Inc.) que mide la
actividad enzimética de la dehidrogenasa asociada con proce-
sos metabdlicos en células vivas. Las suspensiones de células
fueron electroporadas como se describe arriba. Después de
EIR, 100 pL de aicuotas de suspension de células fueron mez-
cladas con 10 L del reactivo CCK-8 en unaplacade 96 pozos
eincubado durante 4 horas a 37°C en laincubadora con 5% de
CO,. La absorcion optica de la muestra (Fig. 3a) después se
lee en €l espectrofotometro (Synergy, BioTek Inc., VT) auna
longitud de onda de 450 nm para determinar la viabilidad de
acuerdo a protocolo normal como se delineaen € manual del
fabricante. Los resultados de viabilidad fueron presentados
como normalizados (o0 normalizado) valor de porcentaje con
respecto a controles. La membrana de tinte (Hoechst, PI), la
viabilidad de controles fue consistentemente 96 + 3%.

Sembrado y Crecimiento de Células de Tumor En Vivo

El sistema de tumor DSFC es un entorno controlado de
dos dimensiones en el cua € crecimiento del tumor esta res-
tringido entre dos marcos de auminio anodizado, separados
por unadistancia pequefiade 0.5 mm mantenida por separado-
resenlostornillos.'” Los marcos con diametro de 10 mm viendo
la ventana estan implantados en la piel dorsal

(a)

100 B0 60 40 20

J1]

Calibracion

0 %Viabilidad

)
°
<)
3]
Q
w

Control 108 50#

' r-I-

Muestras de Prueba

00#  Media

JianG y colaboradores

del animal. Las cdmaras de DSFC fueron implantadas en el
ratén nudo (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) anterior-
mente descritos en Goel y colaboradores.’” En breve, la piel
del lomo del ratén fue emparedada entre las camaras. La piel
viéndose desde lado fue retirada para exponer la dermis con
microvasculatura del lado opuesto. Para una visualizacion cla
ra, el exceso de fascia en la dermis fue retirada. Una
microdeslizadera de vidrio de cuarzo fue utilizada para cubrir
lavistalateral delaventanaparareducir laevaporaciony man-
tener e tejido estéril durante el experimento. Todo uso de ani-
mal y protocolos de procedimiento experimenta fueron apro-
bados por el Comité Institucional de Cuidadoy Uso de Anima-
lesdelaUniversidad de Minnesota.

Electroporacion En Vivo

Para la electroporacién en vivo, un electrodo de aguja (d =
1 mm) fueinsertado atravésdel tumor y lapiel en el centro de
la ventana DSFC y un electrodo de anillo conectado a borde
de la cdmara (espesor = 1 mm y altura = 2.5 mm), como se
muestra en la Fig. 2d y anteriormente se informé en Qin 'y
colaboradores.® Una capa aislante fue colocada alrededor del
electrodo de anillo para evitar laformacion de arco. El voltagje
aplicado y corriente fueron supervisados por el osciloscopio
(Tektronix TDS 2002). La frecuencia de impulso es de 10 Hz
amenos que se especifique otracosa. Unacamaradeinfrarrojos
(IR) también fue utilizada para registrar la temperatura de la
superficie superior del tumor.

Mejoras En Vivo
Paralamejorade DM SO, 20 pL de dilucion de DM SO (5%

v/v) en salinaa 0.9% fue aplicada tépicamente sobre la super-
ficie del tumor de DSFC. Esta concentracion fue determinada

FIGURA 3. La evaluacion de la lesion del sistema de EIR in vitro con el ensayo de viabilidad de células CCK-8 (a) y para la evaluacién de
la lesién del sistema de EIR en vivo por caracterizacién del defecto de perfusién desde la microscopia intravital (b) y la caracterizacién

de necrosis de la imagen histolégica (c).
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Destruccion Mejorada de Célula de Cancer 197

con base en nuestros mejores resultados de los experimentos
in vitro (Fig. 5). La dilucion se dej6 en la ventana durante 6
minutos (vea la informacion complementaria, S2 para el cal-
culo del tiempo de difusion) parapermitir ladifusion dentro del
volumen del tumor antes de la electroporaciéon. La
electroporacion fue llevada a cabo en un tren de 50 impulsos
(500 V, 50 ps por impulso).

Paraevaluar el impacto delatemporizacién del impulso, 51
impulsos EIR (500 V, 50 ps por impulso) fue dividida en 3
trenes de 17 impulsos con retrasos de 30 segundos entre tre-
nes. Este patron de entrega fue determinado con base en nues-
tros mejores resultados desde | os experimentos in vitro no su-
giriendo beneficio posterior alosretrasos del impulso més pro-
longado (Fig. 5b).

Evaluacion de Viabilidad EnVivo

El defecto de perfusion después ya seade DMSO o lame-
jora de temporizacion de impulso fue visualizado por
microscopia fluorescente intravital y registrado antes de los
tratamientos e inmediatamente, 1y 3 dias después de lostrata-
mientos. Los animales fueron sacrificados el dia 3 y los tumo-
res se tomaron paratincién histolégicay evaluacion. El defec-
to de perfusion (o estasis vascular) puede medirse por lafuga
de fluorescencia dentro de un vaso después de inyeccion
intravenosa de tinte fluorescente.® El defecto de perfusion de
la microvasculatura de tumor (o control) electroporado fue
visualizada después de 10 mg/mL 70-kDa dextran etiquetado-
FITC fue administrado por inyeccion en la vena de cola. Los
animal es anestesiados se fijaron en un escenario designado es-
pecialmente pararaton la cual se monté en un microscopio de
fluorescencia invertida (Figura 3b). EI DSFC es radialmente
transverso en cuatro direcciones perpendiculares (norte, sur,
este y oeste) mientras que las ubicaciones radiales de estasis
fueron notadas utilizando unaescalade micrémetro fijadaen el
escenario con el centro de la cdmara como origen. Esta técni-
ca ha sido utilizada ampliamente por nuestro grupo.’®= Los
animales fueron sacrificados 3 dias después de EIR (o EIR
maés tratamiento de mejora) y los tumores fueron retirados y
fijados en formalina tamponada a 10% durante 48 horas. Las
muestras de tumor después fueron empotradas en parafina,
seccionadasen 5 um y tefiidas con tinte de hematoxilina-eosina
(HyE). La seccién del tumor total se le tomé imagen bajo
estereomicroscopio con un campo amplio de vista (LeicaMZ
FL 111 fluorescencia estereomicroscopica) para examinar toda
el dreadel tumor. Las imagenes se tomaron y después se pro-
cesaron utilizando lalmagen J pararastrear laregion de necro-
sis demostrando destruccion (Fig. 3c).

Andlisis de Datos y Estadisticas

Numero de grupos de n > 4y n > 8 fueron logrados para
los cuatro experimentos in vitro y en vivo, respectivamente.
L os resultados se presentan como valores promedio + desvia
ciones estandar. La prueba t de Student fue llevada a cabo
entre los grupos experimental y de control en donde el valor p
<0.01 fue tomado para delinear el significado estadistico

entre grupos. Los pardmetros de EIR utilizados en los modelos
y condiciones experimental es de arriba se resumen en la Tabla
1.

Modelo de Poracién de Membrana

Discutible, lamayor parte delarespuestacelular criticaala
EIR eslapermeabilizacion delamembranadelacéuladurante
impulso eléctrico como se muestraen laFig. 1. Estudios ante-
riores han mostrado que la probabilidad de ruptura de lamem-
brana durante la electroporacion esté asociada muy de cerca
con la dindmica de energia bajo un campo eléctrico externo.*
Laenergialibre (DE) asociada con la formacién de poro en la
membrana de la célula puede modelarse con un modelo® de
nucleacién modificado como se describe en Eq. (1):

AE(RU) = 2nR+i—aR (a+al?). (1)

La creacion de poros de membrana durante EIR depende
delaenergialibre (DE) de formacion de poro en lamembrana
de cdlula(vea Eq. (1)). Cuando el poro excede € radio critico
(R*), la energia libre decrementa como segun se expande €l
poro, los cuales més adelante inducen a una ruptura de mem-
branay lleva a la muerte de la célula. En otras palabras, DE
funciona como una barrera de energia para formacion de po-
ros. En donde un campo eléctrico externo se aplicaalo largo
de lamembrana celular (U > 0), la barrera de energia para tal
poro critico a desarrollar esta decrementada, la cual explica el
por qué la electroporacién puede incrementar grandemente la
permesbilidad de lacélulade lamembrana.

Sin embargo, €l incremento del voltaje de transmembrana
no es el Unico enfogque para reducir la barrera de energia en
este modelo. Como se muestraen Eq. (1), el decremento dela
tensién delalineadel bordel también puede aterar laenergia
libre de formacion de poro (DE) y por lo tanto impactar gran-
demente el proceso de formacién de poros. De acuerdo al
model o el astico de membrana por Karatekiny colaboradores,?
la tension de la linea del borde de la membrana | esta
influenciado por sus médulos doblantes k, € espesor de la
membranah, lafraccién deinclusién ¢ de moléculas extrafias
y lacurvatura espontanea C, de |as moléculas incluidas, como

Eq. (2): l
).—r[meh‘:k(——ﬂ*(},j_ (2)
h

De manerainteresante, l0s estudios anteriores han mostra-
do que la adicién de ciertos surfactantes y péptidos pueden
reducir el umbral de electroporacion en sistemas de membrana
artificial.*+“2% Como ejemplo de este grupo surfactante esta
DMSO. Cuando se absorhié en las regiones de la cabeza del
lipido bicapa, éstos pueden ayudar a mejorar latension de la
linea del borde (I ) a decrementar el médulo de fusion (k) e
introducir los grupos de curvatura positiva (0 * C). Simula-
cién dindmica molecular en Moldovan y colaboradores® ha
demostrado que 11.3 mol % DM SO lleva a 90% de decremen-
to en latension delalineaen membranabicapalipidamoldeada,
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TABLA 1. Resumen de condiciones experimentales y resultados de mejora

Parametros de impulso de EIR

Resultado

In vitro Volt (V)  Campo-E (V/cm)  Duracién (us) NUmero Freq. (Hz) Mejora (viabilidad de célula)
Linea base 200 1000 50 50 10 (~50%)
DMSO 200 1000 50 50 10 75% de incremento (~10.42%)
Temporizacion 200 1000 50 3x17 10 67% de incremento (~13.48%)
Parametros de impulso EIR Resultados
Mejora (volumen de Mejora (volumen de

necrosis el dia 3, defecto de perfusion el
In vitro Volt (V)  Campo-E (V/cm)  Duracién (us) Nomero  Freq. (Hz) mm3) dia 3, mm3)
Linea base 500 50-4000 50 50 10 (10.3) (9.0)
DMSO 500 50-4000 50 50 10 136% de incremento (24.3) 120% de incremento (19.9)
Temporizacion 500 50-4000 50 3x17 10 101% de incremento (20.9) 107% de incremento (18.7)

la cual puede causar una reduccion significativa en e umbral
de EIR (Fig. 1b).

Modelos Eléctricosy Térmicos

Las distribuciones del campo eléctrico en nuestros siste-
masinvitroy en vivo fueron model adas utilizando €l programa
de computo COMSOL Multiphysics. Para la cubeta de
electroporacion, e campo eléctrico se considerd homogéneo a
lolargo delabrechade 2 mmy gener6 un campo E de 1000 V/
cm con impulsos de 200 V como se muestraen laFig. 2b. La
distribucién del campo E en DSFC esta determinada por la
ecuacion de Laplace (Ec. (3)):

N-(WRj ) =0, 3)
en donde W es la conductividad eléctrica del tumor, j es €l
potencial eléctrico. Parael tejido homogéneo, €l campo eléctri-
co calculado desde la Ecuacion (3) se muestraen la Fig. 2e.

Cuando se descuida las pérdidas de calor, la energia de

todalacorriente eléctricavaal calentamiento del tgjido, lo cual
seilustra por:

SAR=W - |Nj P 4

Utilizando la ecuacién de biocalor instrumentada en
COMSOL a agregar € término calentamiento (SAR enlaecua
cion (4)) desde e impulso eléctrico:

T ,
,m-p'r__T.. V - (kVT)+ puiowes - (To — T) + ¢ - SAR,

©)

endonder, cr,y T son ladensidad, capacidad de calor y tem-
peratura del tejido, r, w,, ¢, y T, son la densidad, tasa de
flujo, capacidad de calor y temperaturade lasangrey " esel
calor metabdlico. En €l caso in vitro, los términos de flujo de
sangre y calor metabdlico fueron programados en cero. Los
pardmetros utilizados en nuestros modelos se resumen en la
Tabla2. Estemodelo permiteel alzadetemperaturaa impulsar
EIR para ser capturado como se muestra en las Figs. 2c y 2f.

P
£
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Valenotar quelaconductividad del tejido incrementara durante
EIR debido a efecto de permeabilizacion de la el ectroporacion
que ha sido notado en el trabajo anterior de nuestro laborato-
ri0.>* No hemos elegido perseguir esto agui con objeto de en-
focar Unicamente en el impacto de DM SO e impulsar latem-
porizacién sin confundir los efectos del cambio de conductivi-
dad. Ciertamente, un estudio mas cuidadoso se garantizaen el
futuro.

RESULTADOS
Mejora in vitro

L os resultados obtenidos con |as estrategias de mejora pro-
puestas fueron comparadas con una “electroporacion de la li-
nea de base”. Especificamente, una dosis de linea base fue
establecida la cual logré cerca del 50% de muerte de células
después de EIR. Aqui nos basamos en ladosisen €l nimero de
impul sos mientras que se mantuvieron otros parametros fijos.
De hecho, €l voltaje eléctrico, laduracion del impulso y lafre-
cuencia se fijaron a 200 V (sobre la brecha de la cubeta de 2
mm), 50 ps'y 10 Hz y después el nimero de impulsos se
incrementd de 10 a 99 veces. Esto mostré un decremento de-
pendiente deladosisen laviabilidad de lacéluladespuésdela
electroporacion (Fig. 4). Con base en estos datos escogimos
50 impulsos como nuestra dosis de linea base (por gjemplo,
50% de destruccién de células) después de EIR. El cambio de
laviabilidad delacélulacon adicion de DM SO sol o fueinsig-
nificante cuando |as concentraciones estuvieron por debajo del
5% v/v (informacién complementaria, S1). Sin embargo, cuan-
do se combinaron con EIR pulsante, las viabilidades de células
cayeron significativamente segin la concentracion de DMSO
se increment6 (Fig. 5). Una mejora significativa de 75% de
més muerte celular basada en laviabilidad de las células antes
y después de impulsar EIR se encontré con la adicion de 5%
v/v de DM SO en nuestros conjuntos experimentales (Fig. 5, n
=4, pruebat de Student, p = 0.01).

Con latemporizacion deimpulso, ladosisde EIR o energia
total entregada fue similar (51 impulsos, 200 V y 50 us por
impulso), sin embargo los impul sos total es se espaciaron hacia
afuera. La Figura 5b demuestra que esta temporizacion deim-
pulso tuvo un impacto dramético y una mejora del 67% en la
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TABLA 2. Resumen de parametros utilizados en nuestros modelos.
Cantidad Simbolo Unidades Valor
Conductividad eléctrica del tejido W S/m 0.286
Conductividad térmica del tejido K W/(m K) 0.5
Capacidad de calor del tejido Cp Ji(kg K) 3750
Densidad de tejido A kg/m? 1000
Temperatura de la sangre T, C 37
Densidad de la sangre r, kg/m? 1000
Capacidad de calor de la sangre c, J/(kg K) 3640
Tasa de perfusiéon de la sangre W, kg/(m? s) 0.5
Calor metabdlico q” W/m? 16,900
Coeficiente de transferencia de calor h W/(m?K) 50
Temperatura del tumor inicial T, C 37
Temperatura ambiente T C 25
Potencial eléctrico de EIR j voltios 200 6 500
Duracién de impulso de EIR td us 50
Numero de impulsos total de EIR N n/a 50
Frecuencia de EIR f Hz 10
Energia libre con formacién de poro DE J
Radio del poro R m
Voltaje de transmembrana U voltios
Tension de la linea de la membrana | J/m 1-6 x 10
Tension de superficie de la membrana s J/m? 0.5-2 x 10
Coeficiente dieléctrico de lipido-agua a n/a 0.043
Médulo de flexiéon de la membrana k J
Espesor de la membrana h m
Fraccion de inclusion de moléculas extrafias q n/a
Curvatura espontanea de las moléculas incluidas C, 1/m
Constante de Boltzmann k m? kg/s?K 1.38 x 10®
Temperatura absoluta T, K 298
NGmero de Avogadro N, n/a 6.022 x 10
Radio de la molécula de agua r, m 0,957 x 10
Viscosidad de la solucién suspendiendo h P 0.9 x 10
Volumen molar del agua u mé/mol 18 x 10
Area de la superficie de la membrana A, m? 2x10°

100%

80%

Viabilidad

40% +

20%

0% T T
10 50 ag

NUmero de Impulsos
FIGURA 4. Resultados de viabilidad y la linea base después del
tratamiento de EIR in vitro. Cada punto de datos representa el
promedio n = 4 mediciones + Desviacién Estandar.

muerte celular que se logré. De manera interesante, la intro-
duccion de los retrasos de tiempo también increment6 el tiem-
po para que el calor se difundiera, por lo tanto reduciendo el
aza de temperatura méxima (DTmax) de 2.7° a menos de 1°.

L os retrasos de tiempo fueron variados de 10s, 30s, 1 min. y 2
min. y dieron resultados de mejora consistentes entre la linea
base de EIR y e método de temporizacion (pruebat de Student,
p = 0.008), a pesar de que no hubo diferencia significativa
observada entre distintos tiempos de retraso. Después de de-
mostrar que el DM SOy latemporizacién deimpul so retrasado
fueron capaces de mejorar significativamente in vitro, estos
efectos también fueron probados en vivo con un modelo de
tumor.

Mejora En Vivo

Con objeto de demostrar la megjora en vivo denuevo fue
necesario establecer una dosis de electroporacion de la li-
nea base en el modelo de tumor de DSFC. Este se escogi6
con base en un de EIR previo conducido en nuestro labora-
torio® con el mismo sistema experimental. Especificamen-
te, escogimos 50 impulsos (500 V, 50 ps por impulso) se-
gun la dosis de nuestro tratamiento base, ya que ésta da un
nivel moderado de lesion de casi |a mitad del radio de la
camara después de EIR (10.3 mm? por histologiay 8.7
mm? por defecto de perfusién). Los resultados de la mejo-
ra por la histologia se presentan en la Fig. 6, tanto para el
tratamiento DMSO y temporizacién de impulso.
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FIGURA 5. EIR in vitro con concentraciones variadas de DMSO (a)
y temporizacién de impulso (b). Cada punto de datos represen-
ta el promedio de n = 4 mediciones + Desviacién Estandar.

Especificamente, la Fig. 6a muestra que los tumores tratados
con 5% v/v de DMSO desarrollaron una lesion necrética de
24.3 mm?® comparadas con €l nivel delalineabase (10.3 mm?),
demostrando un aumento de 136% del volumen (p = 0.001 de
la prueba t de Student). De manera similar, en la Fig. 6c, la
temporizacion del impulso llevé a 20.9 mm?® de necrosis co-
rrespondiente a un increment6 del 101% del volumen sobre la
linea base (p = 0.003 desde la prueba t de Student).

Ningun defecto de perfusién fue observado en tumores via
deimagenintravital antesdel tratamiento de EIR, con o sin uso
de DM SO. Inmediatamente después del tratamiento de EIR, la
perfusion de la sangre se bloqueo casi a lo largo de toda la
camara, con o sin mejora (Figs. 6by 6d). Este efecto seinfor-
mo antes de Deodhar y colaboradores’ y se crey6 que estaba
relacionado con la estimulacién eléctricaen las células muscu-
lareslisas, también conocidas como € “efecto CMS’. En nues-
tro estudio, este bloque de perfusion aguda es tempora y re-
versible, como se revela por larecuperacion répidadel defecto
de perfusion por dia 1 en todos los grupos experimentales.

En € dial, el defecto de perfusion se estabilizé y pudo ser
medido. La medicion mejorada por defecto de perfusion fue
similar con aguella medida por histologia. De hecho, con

$»BMES
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laadicion de DM SO aEIR, el volumen de defecto de perfusion
fue 139% mayor quelalineabase el dialy 120% mayor €l dia
3. Parael método de temporizacion deimpulso, € volumen de
defecto de perfusion fue 111% mayor que lalineabase el dial
y 109% mayor €l dia 3. El radio del defecto de perfusion lige-
ramente incrementa del dia 1 al dia 3, sin embargo, ladiferen-
ciano es significativa (p> 0.15 por la prueba t de Student).

DEBATE

Una limitacion notada de EIR es insuficiente volumen de
tratamiento en tumores. En este trabajo, aplicamos enfoques
objetivo meta de membrana aplicada paraincrementar el volu-
men de tratamiento bajo dosisde EIR similar (voltaje deimpul-
so, duracion y nimero). Especificamente, demostramos que
€l uso directo de DM SO a concentraciones no téxicas e intro-
duciendo los retrasos de tiempo entre los trenes de impulso
pudo incrementar tanto el potencia destructivo de EIR. Los
resultados in vitro muestran 67-75% de mejoras en muerte
celular. Ademés, lareproducibilidad del estudio en vivo mues-
tramés de 100% de mejora en el volumen de tratamiento por
dos métodos independientes (p < 0.001 de la prueba t de
Student). De manera importante creemos que € mecanismo
comun de nuestros enfoques propuestos (DM SO y mejora por
temporizacion de impulsos) estan vinculados al cambio en la
tension delalineaen lamembranamaés que en lacitotoxicidad.
Esto puede argumentarse tedricamente abajo tanto paraDM SO
y temporizacion de impulso.

Para demostrar el impacto de latension de linea decremen-
tada a reducir el umbral de EIR, nosotros instrumentamos e
implantamos el modelo de nucleacién de Toner y Cravaho® y
Weaver y Chizmadzhev* con la tasa de formacion de poro
critico determinado por la Ecuacion (6):

: ‘ AER\} AE*
HAE") =4kT Npry + (kTa) #exp (_E)

[(3 = ﬁm'hj)_ (6)

en donde la energia de poro critica DE* se daen la Ecuacion (7).

mA
(g +al?)’ @

Los pardmetros utilizados en nuestro modelo se resumen
enlaTabla2. En donde unagran poblacion de células se expo-
nen a la electroporacion, la ocurrencia de desglose de mem-
brana irreversible como resultado de las fluctuaciones aleato-
rias de los poros puede asumirse ser un proceso estocastico,
con laprobabilidad

AE (R, U) =

P(U,ty=1—exp| — [I{L-"]Amdr

o
Definimos primero U, como el umbral de voltaje de
transmembrana que cuenta por la membrana completa
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FIGURA 6. EIR in vivo con: 5% v/v de DMSO (a) y (b) e impulso de la mejora de temporizacion (c) y (d). Cada punto de datos representa

el promedio de n = 8 mediciones + SE.

el desglose (p < 0.99), e impacto delatension delineal en
U, puede ser cal culada desde la ecuacion de arriba. Los valo-
res de tension delalineade membranainformadosen lalitera-
tura son 1 x 101-6 x 10 Jm*®. De la figura 7a, en donde
podamos ver lareduccion de latension delalinea de la mem-
brana tiene como impacto dramético en el umbral de EIR. So-
bre una orden de magnitud de caidaen U, puede ser logrado al
reducir | de5x 101 alx 10™ Jm. En nuestro caso, la
inclusion de 5% de v/v DM SO puede bajar latension de linea
a mejorar 20%°. Por lo tanto, nuestra explicacion propuesta
paralameorade DM SO es que lainclusion de las moléculas
de DM SO en las membranas de células puede bagjar latension
de linea de borde por lo tanto decrementando la barrera de
energia para el tamafio del crecimiento de poro, llevando a
mejorar larupturade membranay lalesion celular después de
EIR.

Notablemente, la introduccion de DM SO también reduce
las tensiones de superficie de membrana. Sin embargo, € im-
pacto de tension de superficie en U, es marginal comparado
con latension de linea, como se muestra en la curva de sensi-
bilidad de U, alatension de superficie de membrana s (Fig.
7b). Especificamente, menos de una caida de 1% de U,, fue
inducida cuando s estaba incrementando por una orden de
magnitud (0.1 x 103- 1 x 10° Jm?) comparado con mas de
unaorden de magnitud de caidalograda por reducir | parauna
magnitud. Por lo tanto, los cambios de tensién de superficie
son insignificantes en nuestro modelado.

Similar al DM SO, latemporizacion deimpul so también puede
utilizarse paradirectamenteimpactar laporacién delamembrana
d reducir la tension de la linea en recuperar poros. De hecho,
mediciones experimentales y estimados tedricos de e ectropo-
racion® revelaque bajo e impulso eéctrico intenso, los defectos
de membrana se originan dentro de ps y pueden durar todo €
tiempo del campo externo que se aplique (varios s de cientos de
ms). Sin embargo, latemporizacion de recuperacion de defecto
de membrana es mucho mas lenta una vez que se termina e
impulsarla, generamente es més prolongada de 1 sy puede to-
mar hasta minutos®. La diferencia en las dos escaas de tiempo
hace posible mgorar € efecto de matazon de EIR mediante la
dinacion de latemporizacion de impulso para apalancar estos
poros recubiertos a la mitad.

Por lo menos dos factores de contribucién pueden ex-
plicar el efecto de mejora de latemporizacion del impulso.
Primero, los impul sos tempranos pueden llevar alaforma-
cion poros tanto reversibles e irreversibles en la membra-
na. Yaque el resellado completo de lamembrana puede lle-
varse hasta minutos, lamembrana de |a célula permanecera
mas susceptible a impulsos posteriores debido a que am-
bos condujeron espesor de membranas pulsando debido a
que ambos redujeron |os espesores de membrana desde |os
poros de recuperacion tension de linea reducida® durante
este periodo de recuperacion. A pesar de los calculos cua-
litativos no se dan aqui, el impacto dramatico de reducir la
linea de tension fue demostrado en las ecuaciones (6) - (8)
y Figs. 1y 7 y pueden ayudar a explicar el significado
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FIGURA 7. Impacto de la membrana (a) tensién de linea y (b) tensién de superficie en el umbral transmembrana de EIR.

efecto de mejora de temporizacion deimpul so. Segundo, exten-
der el tiempo de aperturadel poro también puedetambiénincre-
mentar lalesién alacélulay lamuerte debido apérdidadeiones,
proteinas e incluso componentes de la célula criticos. Cuando
los impulsos se entregan en un tren, s6lo un periodo de recupe-
racion se presenta después de la pulsacion. Sin embargo, cuan-
do los impulsos se entregan en varios trenes con segundos de
retrasos en medio, €l tiempo de exposicion de poro total es la
suma de todos los retrasos y € periodo de recuperacion final.
Por o tanto, lalesion mas secundaria puede ser causada debido
a esta ampliacion de tiempo de apertura de poro.

De manera importante, existe un potencial para la distribu-
cién de DM SO no uniforme en €l tejido para afectar lamejora
de EIR. En nuestro modelo DSFC, la conductividad del tejido
local se supuso que estaba elevada homogéneamente como el
liquido (salina + DM SO) se agregd tépicamente y se permitié
que sedifundieraatravés de éste. Nosotros podemos argumen-
tar que la distribucién del campo eléctrico dentro del tumor
pudo permanecer relativamente constante. Sin embargo, es po-
sible que si la solucién fuese inyectada localmente en €l tgjido,
como en el caso de tumor sdlido, podria haber variaciones de
conductividad, lo cual podria cambiar €l campo eléctrico en
general. En adicion, lapruebay laoptimizacion delafrecuencia
del impulso, tiempos de retraso entre impulsos y nimeros de
grupos de impulso en nuestro método de temporizacion de im-
pulso valen la pena de un estudio posterior en € futuro.

CONCLUSION

En este estudio, dos enfoques de objetivo meta membrana
fueron mostrados paraincrementar el volumen de tratamiento
de EIR para tumores malignos locales. Especificamente, el
uso ya sea de surfactantes (por jemplo, DM SO) o tempori-
zacion de impulso para modificar las propiedades de la mem-
brana también pueden grandemente mejorar la eficaciadel trata
miento de EIR. Utilizando los métodos anteriores, 67-75% mas de
muerte célular in vitro y més del 100% incrementan e volumen
detratamiento en vivo y han sido activadas sin basarse en ninguno
de los medicamentos citotoxicos o agentes. Debido a que
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DM SO esta comercia mente disponibley normalmente utilizado
a concentraciones bgjas (<10% v/v), este enfoque pudo fécil-
mente integrarse al procedimiento de ablacion de EIR de co-
rriente paraincrementar la eficaciadel tratamiento. En adicion,
al introducir los retrasos de temporizacion de impulso en EIR
también incrementan el potencia destructivo de EIR sin lain-
troduccién de cualesquier agentes extrafios en €l cuerpo. Clara-
mente |as pruebas posteriores en sistemas de tumor avanzado
(por gemplo, tumores solidos espontaneos e implantados) se
necesitan para evaluar mas cuidadosamente la eficacia de nues-
tros enfoques propuestos. No obstante, sugerimos que de la
naturalezasimpley segura de estos enfoques de mejora compa-
rados con los medicamentos citotdxicos puede ayudar en el
refinamiento de los procesos de electroporacion para cancer.

MATERIAL COMPLEMENTARIO ELECTRONICO

Laversion en linea de este articulo (doi: 10.1007/s 10439-
013-0882-7) contiene materiales complementarios que estaban
disponibles para |os usuarios autorizados.
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