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REVISTA

Electroporacion irreversible: evolucion de una técnica de laboratorio en

oncologia de intervencion

Amy R. Deipolyi, Alexander Golberg, Martin L. Yarmush, Ronald S. Arellano, Rahmi Oklu

EXTRACTO

La electroporacién involucra aplicar impulsos de campo eléctrico a
las células llevando a la alteracion o destruccién de las membranas
de la célula. La electroporacion irreversible (EIR (IRE)) crea defec-
tos permanentes en las membranas de las células e induce a la
muerte de la célula. Mediante la EIR llegando al objetivo meta
directamente a tumores, la ablacién no térmica percutanea es
posible. El historial de la EIR, la evolucién de conceptos, teoria,
usos biolégicos y datos clinicos referentes a su seguridad y efica-
cia son los que se tratan.
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mor percutaneo. Estos métodos en primera instancia incluyen las

técnicas térmicas, tales como crioablacién, radiofrecuencia o abla-
cién de microondas, los cuales involucran enfriamiento o calentamien-
to en tejido para inducir la muerte celular. Debido a que estos métodos
dependen de la lesién térmica, estos llevan cierto riesgo al entorno
extracelular adyacente. En consecuencia, al tratar los tumores adyacen-
tes a las estructuras vasculares criticas es un reto que potencialmente
limita la agresividad de la ablacién intentada.

En afios recientes, la electroporacion surgié como un nuevo método
de ablacién de tumor. La electroporacién, también conocida como
electropermeabilizacion, involucra la aplicaciéon de impulsos cortos de
campos eléctricos fuertes a las células y tejidos. Los campos eléctricos
externos incrementan el potencial transmembrana, cargando la mem-
brana como un capacitor moviendo iones desde la solucién que le ro-
dea. Al aplicar los campos eléctricos a las células se pensé en inducir la
formacion de poros, los cuales son responsables del efecto de
permeabilizacion; sin embargo, un dafio irreversible mas extenso de
los campos mayores se utiliza para abladir las células de tumor (Fig. 1).
Al utilizar electrodos pequefios (~ 1 mm de diametro) colocados cerca
del objetivo meta y cortos, los impulsos de campo eléctrico repetitivos,
la electroporacion irreversible (EIR) no térmica parece ofrecer una ven-
taja sobre otros métodos de ablacién que involucran calentamiento del
tejido. Mientras que la electroporacion se ha estudiado y utilizado du-
rante décadas en el laboratorio y la industria alimenticia, no ha sido
aplicada al campo de la oncologia de intervencién hasta recientemente.
Hoy en dia, los ensayos en humanos utilizando electroporacién para
tratar una variedad de tumores estan en camino. Esta revision describe
la evolucion de la técnica desde el banco al lado de la cama y subraya
los retos restantes para normalizar su uso en la ablacion del tumor.

l |n numero de modalidades estan disponibles para ablacion de tu-

Historial de la Ciencia de electroporacion

La observacion més temprana de un fenédmeno que se asemeja a la
electroporacion puede ser trazado a los 1700s. La primera descripcion
de la electroporacidn irreversible (EIR) (IRE) puede haber sido efectua-
da en 1754 por Nollet, quien aplicé chispas eléctricas a la piel del huma-
no y del animal y noté puntos rojos resultantes. Durante el siglo 18
hubo un interés en incremento en el efecto de la electricidad en siste-
mas bioldgicos, la mayoria de los cuales se enfocaron en espasmos y
contraccion inducidos por corrientes eléctricas aplicadas a médulas
espinales de los animales y a preparaciones de musculo nervio (1). En
los 1800s, un informe del uso de descarga de alto voltaje para purificar
el agua del rio fue la primera en describir el efecto bactericida de la EIR
(IRE), a pesar de que el mecanismo no se entendié en ese momento.
Durante el siglo diecinueve hubo otros informes de electricidad utiliza-
da en medicina. Por ejemplo, la hemdlisis debida a la aplicacion de im-
pulsos de electricidad fue informada, pero los mecanismos subyacentes
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Figura 1. ilustracién de electroporacion irreversible en un tumor del higado. El panel izquierdo demues-
tra el higado conteniendo un tumor ovoide rodeandolo dos sondas de electroporacion irreversible linea-
les. La vista amplificada de tumor revela movimiento de la corriente eléctrica (flechas amarillas) a lo largo
de una membrana celular que lleva a la rotura de la integridad de la membrana celular, la pérdida de
gradientes celulares y la muerte de la célula. La imagen en el panel derecho muestra un tumor abladido,
retratando su vasculatura y ductos adyacentes preservados.

No fue sino hasta el siglo veinte que
el fenémeno de la electroporacién se
caracteriz como que induce permeabi-
lidad de membrana incrementada o
que los efectos térmicos y no térmicos
de la energia eléctrica fueron resuel-
tos. Algunas de las primeras observa-
ciones distinguieron los efectos de las
quemaduras eléctricas de lesiones eléc-
tricas no térmicas debido a la ilumina-
cion, las cuales ahora se piensa que son
causadas por electroporacion (2).
Adicionalmente, durante el principio
de los 1900s, el concepto de membra-
na celular como capa dieléctrica fue
avanzada. En 1925, un estudio estimé
con precision el espesor de la mem-
brana de la célula, evaluando las pro-
piedades eléctricas de los glébulos
rojos sanguineos. Por lo tanto, la pri-
mera mitad del siglo veinte se dieron
dos hallazgos principales que avanza-
ron el entendimiento de electropora-
cion: 1) la demostracién que las mem-
branas son estructuras dieléctricas y
2) que la electricidad genera tanto
efectos térmicos como bioldgicos no
térmicos.

Durante los 1950s y los 1960s, el
proceso de electroporacion involu-
crando la permeabilizacion de las mem-
branas de células fue elucidado, en
primera instancia en experimentos en
nervios y en estudios relacionados con
la esterilizacion de alimentos. Por ejem-
plo, Stampfli y Huxley describieron la

Electroporacion reversible e Irrever-
sible de las membranas del nervio de
la rana, evaluando el efecto de alterar
las caracteristicas del impulso eléctri-
co aplicado a la membrana y midien-
do los cambios consecuentes en la re-
sistencia de la membrana, comparan-
do la membrana a un capacitor (1). En
paralelo, desde la observacion inicial
del efecto bactericida de electricidad
en el agua del rio en 1898, la investi-
gacion sobre purificacion del agua y
alimentos continué. En los 1960s, la
instalacion comercial utilizando impul-
sos eléctricos para proporcionar
inactivacion bacteriana no térmica es-
tuvo disponible (1). Este esfuerzo cul-
mino en el trabajo seminal de Sale y
Hamilton, quienes elucidaron el efec-
to bactericida no térmico de los im-
pulsos eléctricos, descritos en las va-
riables de impulso 6ptimas utilizadas
para lograr este afecto y demostraron
la fisiologia subyacente de los cambios
en la conformacién de la membrana y
permeabilidad (1).

Durante los 1900s tardios, la electro-
poracion reversible se volvié tecnolo-
gia de primera en las ciencias médicas y
biolégicas. A principios de los 1980s, se
vio la introduccion de la electroporacion
para inducir fusion de células (electro-
fusion) y la transferencia de ADN den-
tro de las células (electrotransferencia).
Un documento temprano describié la
aplicacion de impulsos eléctricos cortos
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a células de lioma de raton deficientes
en el gen de cinasa timidina, permitien-
do la toma de ADN plasmido conte-
niendo el gen de cinasa timidina simple
de herpes y produciendo transforman-
tes estables (3). El estudio postulé el
modelo de electroporacién en donde los
cambios en los lipidos de la membrana
causaron permeabilidad de célula incre-
mentada y por lo tanto movimiento
transmembrana. La electrotransferencia
de ADN puede ser llevada a cabo en
lineas de células bacteriana y eucaroética
y circunvencio-na la necesidad para los
métodos de entrega viral de ADN.

La electrofusion y la electrotransfe-
rencia de ADN desde hace mucho han
sido establecidos como usos de labo-
ratorio de electroporacion reversible.
En el laboratorio, la electroporacion se
lleva a cabo con electroporadores de
escritorio de mano o de banca. Estos
instrumentos estan designados para
crear campos eléctricos en soluciones
de células. Las suspensiones de célu-
las se pipetean dentro de cubetas de
vidrio o plastico con dos electrodos de
aluminio de cualquier lado. La aplica-
cion de electrotransferencia ha sido
expandida mas alla del ADN a la in-
troduccién de las enzimas, anticuerpos
y particulas, incluyendo virus y otros
reactivos bioquimicos dentro de las
células para ensayos intracelulares.

Durante los 1990s, las técnicas de
laboratorio para la transfeccion del
gen dentro de las células y la entrega
del gen dentro de los tejidos bioldgi-
cos fueron desarrolladas y pulido.
Temprana, la electroporacion llevo a
la muerte celular en una gran parte de
las células tratadas. Debido a esto, la
electroporacién fue inicialmente limi-
tada a transformacion bacteriana. Con
el paso de unas cuantas décadas, un
nimero de avances han mejorado la
eficiencia de la electroporacién y sus
usos. Tales avances incluyen la deter-
minacién y mantenimiento de parame-
tros de impulso 6ptimo, en particular
con el uso de electroporador de onda
cuadrada, que puede proporcionar
control cuidadoso preciso de la ampli-
tud y duracién (4).

Estos descubrimientos iniciales ins-
piraron el uso mas tarde de electropo-
racion reversible para inducir per-
meabilidad celular en moléculas gran-
des, tales como el uso de agentes cito-
toxicos en el tratamiento del cancer y
para inducir permeabilidad en la piel,
mejorando el medicamento transdér-
mico (1). El uso de electroporacion
para mejorar latoma de medicamen-
tos antitumorales (electroquimiote-
rapia) fue desarrollada ademas lle-
vando a ensayos clinicos, como
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se describe a continuacién. De mane-
ra interesante, en los 1990s tardios,
hubo informes de muerte celular de-
bido a EIR (IRE), que no lleg6 sélo
desde la necrosis, sino también desde
la apoptosis, lo cual pudo haber sido
la primera sugerencia de que la
electroporacion pudo ofrecer ventajas
como una técnica ablativa.
Principios fisiolégicos de la
electroporacion subyacente

Actualmente, la hipotesis de poro
acuoso transitorio es la explicacion fa-
vorecida para los efectos fisiologicos
de la electroporacion y la simulacion
dinamica molecular reciente respalda
esta teoria (5). Por esta hipétesis, la
electroporacion conlleva a la creacion
de los poros de nanoescala o defectos
en la membrana celular. Suponiendo
que los poros hidrofébicos de mem-
brana estén creados aleatoria y espon-
tdneamente debido a movimiento tér-
mico de moléculas fosfolipidas, la ubi-
cacion y tamafo de los poros varia
aleatoriamente. De acuerdo a la qui-
mica fisica de superficie clasica, la ener-
gia de formacion de un sélo poro de
radio r se expresa como DW (r)=2gp-

.. A . P

go?G (6). Esta expresién indica que la
ausencia de un campo eléctrico exter-
no, la energia de formacién del poro
para un sélo poro DW(r) es la diferen-
cia entre la energia ganada en la for-
macién del borde externo del poro (g
y la reduccion de energia debido a la
pérdida del corte del parche circular
desde la membrana cuando el poro se
cred (pr2G). Esta nocién se deriva del
trabajo de Deryagin y Gutop sobre
estabilidad de pelicula de jabon pro-
puesta en los 1960s (6). La constante g
representa la energia por longitud en
el borde del poro; Ges la energia por
area de una membrana libre de poro
plana.

La energia de formacién de poro
por definicion representa la barrera de
energia de activacion que las fluctua-
ciones térmicas deben superar para
generar un poro hidrofébico en la au-
sencia de un voltaje de transmembra-
na. La barrera de energia de activa-
cion es lo suficientemente alta, tal que
no hay ruptura de las células frecuen-
temente. Sin embargo, estos poros es-
ponténeos es probable que permitan
la emergencia de sitios en donde ocu-
rre la translocacion de fosfolipidos fi-
sioldgicos. Si el radio del nucleo
hidrofébico (r) excede un valor critico
r.(0.3 a 0.5 nm) éste supera la barrera

e energia y se vuelve un poro
hidrofilico, el cual se supone que es el
responsable del inicio de la elec-

troporacién. Después de que se forma
un poro hidrofilico, las moléculas de
agua pasan dentro del espacio de la
intermembrana durante el proceso de
transformacion del poro. Por lo tanto,
la electroporacién crea un entorno
nanohidrofilico en una ubicacion
ripicamente hidrofébica. Los lipidos
cercanos entonces se reorientan para
formar estructuras mas estables gene-
rando un poro hidrofilico estable. Va-
rias técnicas matematicas se utilizan
para modelar el efecto de impulsos
eléctricos en membranas de célula. La
mayoria lo méas simple, la célula se
puede modelar segun la esfera com-
puesta de capas concéntricas incluyen-
do el citoplasma interior, la vaina de
la membrana y el espacio extracelular.
Los voltajes transmembrana y la dis-
tribucién de potencial pueden estimar-
se resolviendo la ecuacion de Laplace
para cada espacio, con la membrana
suponiendo ser no conductiva. La di-
ferencia del potencial transmembrana
DV,,.puede ser estimada por la ecua-
cion, DV, =1.5xrxE_ xcos g, en donde
r es el radio de la célula; E_, es la re-
sistencia del campo eléctrico externo
y g, es el angulo polar relativo a la di-
reccién del campo eléctrico. Si un po-
tencial de transmembrana critica se
alcanza (-1 V), la polaridad de la mem-
brana de la célula es temporalmente
invertida, induciendo el arreglo rapido
local de la morfologia de lipido de la
membrana y creando un poro. Mode-
los matematicos mas complejos pueden
ser utilizados para células no esféricas
para estimar el tamafo del poro y la
probabilidad de que los poros son tem-
porales y se curan o0 son permanentes.

Los poros conductivos pueden ya sea
curar como una electroporacion rever-
sible o0 expandirse en tamafio, como una
EIR. Ya sea que el proceso sea reversi-
ble o irreversible, depende del tamafio
del defecto critico en la membrana se
alcance. Esto se piensa ser determina-
do por tensiones mecanicas locales,
energia del borde bicapa de membrana
y la naturaleza del campo aplicado. Los
parametros ajustables del campo eléc-
trico aplicado incluyen amplitud de im-
pulso, duracién y frecuencia. Mas alla
de los parametros de impulsos eléctri-
cos utilizados, el tipo de célula, la edad
de la célula , morfologia y tamafio de-
terminan como responden las célu-
las a los impulsos eléctricos. De hecho,
las células de Jurkat, una linea inmor-
talizada de células de linfocito T estan
listas electroporadas, ya sea de leuce-
mia promielocitica humana (HL-60) las
células no lo son (7). Se necesita mas in-
vestigacion para entender qué parame-

tros de célula son los determinantes
mas fuertes de la eficiencia de la
electroporacién y si estas variables
pueden ser explotadas a las células
neoplésticas objetivo meta.
Comparado con otras técnicas de
ablacion, la EIR es no térmica (8,9),
cuando se designa apropiadamente.
Sin embargo, los campos eléctricos
aplicados pueden involucrar fluctua-
ciones térmicas que pueden llevar al
calentamiento del tejido. Esto se co-
noce como el efecto de Joule después
de la primera ley de Joule, la cual ex-
presa que el calor generado por fluir
la corriente a través de un conductor
como una funcién de la fuerza y el
tiempo de que la corriente es aplicada
como la resistencia del conductor.
Cuando se utiliza como una técnica de
ablacién, los efectos térmicos de
electroporacion son minimizados de
manera ideal con la meta especifica de
las células objetivo meta y evitar el
calentamiento no especifico de tejido
normal que le rodea. Al aplicar impul-
S0s mas cortos minimiza la probabili-
dad de efecto térmico y permite la abla-
cién no térmica especifica de la célula.

Usos clinicos de electroporacion re-
versible

La electroporacién reversible tiene
multiples usos en pacientes humanos.
Un area activa bajo investigacion es la
entrega mejorada de medicamentos
para incrementar la toma celular si-
guiendo laadministracion local o intra-
venosa. Por ejemplo, la electroquimio-
terapia se utiliza para incrementar la
toma de bleomicina y cisplatina, a la
cual las membranas del plasma son
impermeables de manera relativa. Los
impulsos eléctricos son entregados con
electrodos de aguja o placa. El tejido
blando expandible endoscoépico y los
electrodos de perno para hueso tam-
bién han sido utilizados (4). El primer
ensayo clinico de electroquimioterapia
en pacientes con cancer escamoso de
cabeza y cuello demostro6 efectos anti-
tumor claros de bleomicina; este tra-
tamiento fue bien tolerado (10). Un
ensayo similar fue informado en 1993,
involucrando el tratamiento de metéas-
tasis de cabeza y cuello (11) y estudios
posteriores han informado sobre el uso
de bleomicina para metastasis de
melanoma y carcinomas en célula basal
(12, 13). Varios otros ensayos clinicos es-
tan en camino investigando la eficacia y
tolerabilidad de electroquimioterapia (14).

En adicion a los agentes de quimiote-
rapia, laentrega intracelular de otros medi-
camentos y compuestos también puede ser me-
jorada con electroporacion. Moléculas, in-
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cluyendo oligonucleétidos, iones, tin-
tes y rastreadores radioactivos, pue-
den ser entregados con aplicaciones
clinicas prometedoras (4). La
electroporacion también puede ser
aplicada a barreras con base de lipido
en tejidos humanos, generando nue-
vos trayectos acuosos y por lo tanto
facilitando la entrega de medicamen-
to local. Por ejemplo, el estrato cor-
neo de la piel y otras monocapas de
tejido en las cuales las células se co-
nectan por uniones apretadas son ba-
rreras basadas en lipidos que pueden
ser el objetivo meta con los impulsos
eléctricos. El transporte transdérmico
de compuestos grandes, tales como
lidocaina, insulina, heparina y vacu-
nas, por lo tanto es posible (15).

La electrotransferencia del gen
también tiene usos clinicos potencia-
les en pacientes humanos. En la fase
de ensayo |, interleucina plasmida
(IL)-12 electroporacion fue llevada en
24 pacientes de melanoma metastasi-
cos, demostrando que los niveles de
proteina IL-12 y el grado de necrosis
de tumor incrementara proporcional-
mente a las dosis de plasmido en
biopsias post-tratamiento. La mayo-
ria de los pacientes demostré una res-
puesta clinica (16).

Mecanismos de muerte de células en
EIR

Se piensa que el mecanismo prima
rio de la muerte celular de EIR es la
apoptosis (muerte de células progra-
mada) en contraste a la necrosis
coagulativa (muerte por isquemia o
infarto), lo cual es un mecanismo pri-
mario en radiofrecuenciay ablacién de
microondas. Sin embargo, el mecanis-
mo molecular exacto de la célula
muerta después de la EIR es descono-
cido y ambas necrosis y apoptosis es
muy probable que ocurran. Inicial-
mente, se penso que la poracién de la
membrana, la cual lleva a incremen-
tar la permeabilidad, fue el dispara-
dor primario de la muerte celular.
Después del uso del campo eléctrico,
el transporte molecular transmembra-
na mejorado con descarga de mem-
brana rapida induce a la célula a in-
tentar recuperar su potencial de mem-
brana al conducir pequefios iones, in-
cluyendo sodio y cloro a través de los
poros transitorios. Las células bajo
tension quimica u osmética grave de
transporte molecular excesivo puede
entonces ser sometido a lisis. Adicio-
nalmente, si uno 0 mas poros criticos
expandidos, lamembrana puede destruir,
llevar a disolucion completa la celda.

Nuevos estudios han mostrado que
la apoptosis después de la aplicaciéon de
campos eléctricos puede ocurrir sin for-

macion de poro, a pesar de que cuan-
do los poros estan inducidos, los mar-
cadores apoptéticos parecen ser mas
rapidos (7). Impulsos eléctricos cortos
inducen a una liberacion de calcio
intracelular, la mayoria es probable que
por poracion de la membrana reticulo
endoplasmica, mientras que a su vez,
puede iniciar la apoptosis. Los impul-
sos eléctricos también pueden incremen-
tar la permeabilidad mitocondrial, libe-
rando citocromo c, la cual es una pro-
teina pequefia involucrada en la inicia-
cién de la apoptosis. Finalmente, los im-
pulsos eléctricos pueden causar dafio al
ADN y niveles elevados de especies de
oxigeno reactivo, induciendo apoptosis
mediada por tension oxidante.

Los informes en los trayectos que lle-
van a la muerte de células son contra-
dictorios. De hecho, un estudio infor-
mo activacion de caspasa-3 extensiva 24
horas después de EIR de carcinoma
hepatocelular de la rata, sugiriendo
apoptosis (17), mientras que otra no
detecté ninguna célula positiva de
caspasa-3 en el area tratada de carcino-
ma pancreatico (18). Informes contra-
dictorios pueden reflejar diferencias en
el modelo de tumor utilizado, entre
otros factores experimentales.

En resumen, los mecanismos pro-
puestos de muerte de célula apoptotica
debido a EIR incluyen ruptura de la cé-
lula desde la expansién del poro y ten-
sién osmética / quimica, la liberacion
de calcio intracelular desde el reticulo
endoplasmico, liberacion de citocromo-
¢ de la mitocondria y tension oxidante.
Las células permeabilizadas irreversi-
blemente que pasan por la apoptosis
después son retiradas por el sistema in-
mune y la EIR puede potenciar una re-
accion inmune al tejido abladido, mejo-
rando el efecto del tratamiento. Sin
embargo, la cuestién de si los efectos
de la EIR en la membrana de la célula
sirven como un evento final, ya sea que
estas también induzcan muerte de cé-
lulas programada a largo plazo atin esta
abierta para estudio posterior.

Efecto biolégico de EIR en animales
Vivos

La capacidad de la EIR para inducir
muerte de células no térmicas y el obje-
tivo meta de la membrana celular es la
motivacién primaria detras aplicando
esta tecnologia a la ablacion del tumor.
Numerosos experimentos en mamife-
ros vivos han demostrado caracteris-
ticas especificas de la ablacion de la
zona de ablacion de EIR que la hace
Unica entre las modalidades de abla-
cion disponibles.

Debido a la especificidad relativa de
la membrana celular, la EIR ha mostra-
do en estudios animales para ahorrar
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andamios de tejido, en contraste a otras
modalidades que causan ablacion tér-
mica. Por ejemplo, los estudios experi-
mentales examinando los cambios
histoldgicos después de EIR llevada a
cabo en las arterias carétidas de la rata
mostré que a cuatro semanas
postablacién, la matriz conectiva
vascular permanecié intacta. El nGme-
ro de células de musculo liso vascular
de pared arterial decrement6, pero nin-
guna trombosis, necrosis 0 aneurisma
estuvo presente (19). Los estudios de
ablacion de electroporacion irreversible
en el higado del cerdo demostraron la
total ablacién del tejido hasta los mar-
genes del vaso sanguineo pueden lo-
grarse sin comprometer la integridad
estructural o funcionalidad de vasos
sanguineos, ductos biliares o tejido
conectivo, todos los cuales permanecen
intactos (20, 21). Histolégicamente al-
gunos han sugerido que la EIR produce
una zona de ablacién con demarcacio-
nes mas punzocortantes que las que se
pueden observar en ambos micro y
macroscopicamente, habilitando mejor
evaluacién post-tratamiento, compara-
da con otras modalidades de ablacion
(22). Sin embargo, el modelo matema-
tico y datos experimentales recientes
muestran que la EIR tiene una naturale-
za probabilistica y el disefio cuidadoso
se requiere para incluir todo el tumor
en la zona abladida.

Las zonas de ablacion de EIR pare-
cen ser independientes del flujo sangui-
neo y por lo tanto no son susceptibles
al efecto disipador de calor, un fené-
meno que surge en las técnicas de abla-
cion térmicas (radiofrecuencia, micro-
ondas) en donde el calor se disipa por
el flujo sanguineo en los vasos adyacen-
tes. La eficacia de la ablacion térmica se
disminuye por tumores adyacentes a los
vasos grandes, muy probablemente de-
bido al efecto disipador de calor (23,
24). En consecuencia, el efecto disipa-
dor de calor frio en la crioterapia ha sido
informado para lesiones adyacentes a
los vasos sanguineos (25). En contraste,
la EIR ha mostrado que cre6 mas
ablaciones de tumor perivascular com-
pletas alin cuando un vaso grande atra-
viesa la zona de ablacion (22).

Los hallazgos de imagen de EIR en
lesiones del higado se han descrito en
modelos animales. En la imagen de ul-
trasonido (US), las areas tratadas se
vuelven hiperecoicas con la formacion
minima de burbujas de aire hiperecoico
observadas en las técnicas de ablacion
térmica (20). La tomografia computari-
zada mejorada (TC) con contraste in-
mediato demuestra una zona de
hipomejora de ablacion. Para tumores
perivasculares, estrechamiento venoso
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Figura 2. a-d Electroporacion irreversible (EIR) de adenocarcinoma pancredtico irresectable avanzado
localmente. La imagen de TC mejorada por contraste, reformateada sagital del abdomen (ab) revela un
adenocarcinoma pancreatico (flecha) entrando al duodeno (punta de flecha). Imagen US sagital intraope-
ratoria correspondiente (b) muestra el adenocarcinoma pancredtico hipoecoico. La imagen de TC mejora-
da de contraste reformateada coronal del abdomen (c) muestra adenocarcinoma pancreético (flecha) y el
duodeno adyacente (punta de flecha). Imagen de US coronal intraoperatorio (d) muestra el adenocarcino-
ma pancreético con cuatro sondas de EIR en el lugar (punta de flecha),antes de la ablacién.

hepatico ligero puede observarse en
los vasos que atraviesan la lesion, pero
estos de otra manera permanecen pa-
tentes (26). La imagen de tomografia
computarizada 48 horas después de la
EIR muestra que las zonas de ablacién
del higado hipotenuadas centralmen-
te con hiperatenuacion ligera rodean-
do la zona de ablacién; periablacion
arterial, pero no venosa, la mejora tam-
bién se observa (27). Los hallazgos de
imagen de resonancia magnética son
similares, con una sefial T1 centralmen-
te baja y la mejora periférica.

Uso de la electroporacion para abla-
cién de tumor percutaneo

El concepto de utilizar EIR para
ablacién de tumor fue formalmente in-
troducida menos que hace una déca-
da en papel tedrico utilizando el ana-
lisis matematico para mostrar que la
EIR puede abladir un volumen gran-
de comparable a otras modalidades de
ablacion sin efectos térmicos en detri-
mento (8). Como se mencioné arriba,
la electropermeabilizacién ha sido uti-
lizada desde los 1960s en la industria
de alimentos para inactivacién micro-
biana (28). Sorprendentemente, no fue
sino hasta que el documento tedrico
publicado en el 2005 que la conexién
entre EIR y la ablacién del tumor se
hizo.

El primer uso de EIR en pacientes
humanos fue llevada a cabo para can-
cer de prostata (29). En este estudio,
16 pacientes fueron tratados utilizan-
do cuatro electrodos, de manera se-
parada 1.0-1.5 cm y aplicando 90 im-
pulsos de 70-100 como duracién de
1500 V y 10 Hz. Todos los pacientes
toleraron el producto bien, con no
impotencia postprocedimiento o incon-
tinencia y no informé complicaciones.
Las biopsias postoperatorias llevadas
acabo tres semanas después de la abla-
cion demostraron ningun cancer resi-
dual. En un paciente, un micro-foco de
cancer se encontré fuera del area tra-
tada (29).

Otro ensayo clinico temprano fue
un solo centro, no aleatorizado, de es-
tudio de compafiero cohorte en Aus-
tralia que incluy6 38 pacientes con tu-
mores de higado, rifién o pulmén
avanzados, con 69 tumores en total
tratados (30). Los tratamientos tipica-
mente utilizados unipolares o electro-
dos bipolares, con 90 impulsos de 70
us de voltaje alto (1500-3000 V) de co-
rriente directa (25-45 A) entregados en
nueve conjuntos de 10 impulsos para
el sitio de tratamiento. La ablacion de
tumor completa fue observada en 66%
de los tumores, con tumores de rifion
y de pulmén comprendiendo la tasa
de falla més grande. En paciente
cirréticos con carcinoma hepatocelular,

15 de 18 lesiones han terminado la
ablacién del tumor objetivo meta, a
pesar de que un paciente requirio cin-
co tratamientos. Metastasis del higa-
do grande (> 5 cm) no fueron contro-
lados con EIR. Ningun paciente con
tumores grandes tuvo una respuesta
al tratamiento. Complicaciones nota-
blemente de EIR incluido ventricular
y en las otras arritmia. Después cua-
tro pacientes experimentaron arritmias,
la entrega sincronizada de electrocar-
diograma fue utilizada entonces. A
pesar de esto, dos pacientes adiciona-
les experimentaron arritmia.
Adicionalmente, las complicaciones
durante las ablaciones renales inclu-
yendo ablacion objetivo meta de la
glandula adrenal, llevando a grave
hipertension y del uréter, mas tarde
causando obstruccién ureteral. Otras
complicaciones estuvieron relaciona-
das a la anestesia general.

La experiencia publicada ha ido en
crecimiento lentamente desde el estu-
dio inicial y la literatura sugiere que
las lesiones al higado puedan ser el ob-
jetivo meta 6ptimo para ablacion de
electroporesis irregular. Por ejemplo,
un estudio prospectivo reciente de 44
pacientes sometidos a 48 ablaciones de
EIR para metastasis colorrectal (20 le-
siones), carcinoma hepatocelular (14
lesiones) y otras metéastasis (10 lesio-
nes) demostraron un lugar de
sobrevivencia libre de recurrencia de
97.4% en tres meses, 94.6% a seis me-
ses 'y 59.5% a 12 meses, con la tenden-
cia para tasas de recurrencia mas altas
por lesiones mayores a 4 cm (31).

Las series mas pequefias investiga-
ron la seguridad de los tumores de hi-
gado tratados cerca de las estructuras
vasculares describiendo EIR de 65 tu-
mores encontrados en 28 pacientes, 21
de los cuales tuvieron metéastasis
colorrectal (32). Ninguno de los 25 tu-
mores tratados ubicados localmente a
1 cm de una vena hepatica mayor tie-
ne trombosis venosa; un tratamiento
de los 16 tumores dentro de 1 cm de
pediculo de portal mayor resultd en
trombosis de la vena portal. Los auto-
res sugieren que EIR puede satisfac-
toriamente llevar a cabo en el higado
lesiones adyacentes a la estructuras
vasculares mayores, consistentes con
los beneficios tedricos de ablaciéon no
térmica. Después de seis meses de se-
guimiento, hubo una enfermedad per-
sistente en 1.9% de los tumores y la
recurrencia local en 5.7%, dando una tasa
de falla de tratamiento general de 7.5%.

Mas alld de los tumores del higa-
do, la EIR también ha sido aplicada
en el tratamiento de cancer
pancreatico irresecable avanzado para
descender y controlar (Figura 2). De
acuerdo con la serie de casos retros-
pectiva, se llevo a cabo su EIR en 14
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pacientes, con un paciente recibiendo
dos tratamientos; tres pacientes tuvie-
ron enfermedad metastéasica y el ta-
mafio de tumor medio fue 3.3 cm (33).
Sélo una complicacion relacionada con
EIR, pancreatitis, fue encontrada. Los
escudriflamientos postprocedimiento
se llevaron a cabo inmediatamente
después de EIR y 24 horas mas tarde
demostré vasculatura patente. Todos
los pacientes con enfermedad metas-
tasica ocasionalmente murieron de pro-
gresion de la enfermedad, pero otros
dos pacientes quienes fueron tratados
exitosamente permanecieron libres de
enfermedad durante 11 y 14 meses.
Otro estudio clinico multicentro in-
cluyé 27 pacientes con cancer pancrea-
tico avanzado localmente quienes re-
cibieron EIR ya sea con o sin reseccion
parcial concurrente (34). Todos con ex-
cepcion de un paciente recibieron EIR,
opuesto a paciente final, quien fue so-
metido a EIR percutanea. En cuatro
casos, hubo posibles complicaciones
relacionadas con el dispositivo de EIR.
Hubo una mortalidad de 90 dias de-
bido a falla hepatica y renal pero no
hubo casos de pancreatitis o formacion
de fistula. Otras varias complicaciones,
tales como trombosis venosa profun-
da, ileo y derrame de bilis, fueron atri-
buidos a cirugia. En 26 de 27 pacien-
tes quienes estuvieron vivos al dia 90
de seguimiento, no hubo evidencia de
enfermedad recurrente. Ademas, no
hubo decremento significativo en el
dolor del paciente y el uso de narcéti-
cos comparado antes de la EIR. Los
autores concluyeron que la EIR es efi-
caz y relativamente segura. Estos es-
tudios iniciales son prometedores y
sugieren que la EIR pueda ser una mo-
dalidad de ablacién segura para can-
cer pancreatico avanzado localmente.
Ensayos mas grandes estan pendientes.
AUn en su infancia como modalidad
de ablacion, la EIR puede ser eficaz para
otros tumores. De hecho, existen datos
limitados que respaldan el uso poten-
cial en sarcoma (35, 36). Los modelos
animales han mostrado eficacia de EIR
paracancer de mama (37) y posiblemen-
te tumores de cabeza (38), a pesar de
que los ensayos humanos estan pendien-
tes. A pesar de que los ensayos clinicos
iniciales han sugerido que el uso de EIR
para carcinoma de célula renal pueden
ser seguros relativamente (39), los da-
tos carecen de respaldo en su uso en el
lugar de la crioterapia o ablacién por
radiofrecuencia (30). De manera simi-
lar, los datos limitados para cancer de
pulmén han fallado en proporcionar res-
paldo evidente de su uso, con tasas de
recurrencia mayor (30, 40). El sistema
de EIR NanoKnife (Angiodynamics,

Tabla. Pardmetros de tratamiento de electroporacién irreversibles tipicos

Organo N° de impulsos Duracién del impulso (ms) Voltaje (V) Referencia
Prostata 20 70-100 1500 29
Higado 90 20-100 1500-3000 30-32
Pancreas 90 70-100 1500-3000 33,34

Latham, Nueva York, EUA) ha esta-
do comercialmente disponible desde
el 2009 y esta aprobado por la Admi-
nistracion de Alimentos y Medicamen-
tos de EUA para ablacién de tumores
de tejido blando.

Otros usos clinicos de EIR

Mas alla de la ablacion del tumor,
la EIR pudo ser utilizada para abladir
otras estructuras para usos no
oncoldégicos. Por ejemplo, denervacion
del nervio simpatético renal con EIR
actualmente estd bajo investigacion
para el tratamiento de hipertensién
con base en los éxitos iniciales con abla-
cion de radiofrecuencia percutanea
(41). En esta técnica la desenervacion
simpatética renal se lleva a cabo via el
lumen de la arteria renal principal con
un catéter conectado a un generador
de radiofrecuencia. Al abladir estos
nervios simpéaticos, los niveles de
norepinefrina se reducen y la hiper-
tension se mejora. Un ensayo peque-
fio de 50 pacientes inform6 buenos
resultados con presion sanguinea de-
crementada o casi 30 puntos a nueve
meses; una diseccion de arteria renal
fue notada (41). Ensayos mas grandes
estan garantizados para evaluar la se-
guridad del procedimiento (42).
Hipotéticamente, el uso de EIR mas
gue ablacién por radiofrecuencia pudo
evitar cualquier efecto disipador de
calor y disminuir complicaciones
renovasculares no deseadas; aun,
otros han informado que la EIR relati-
vamente salva nervios. Por ejemplo, un
nervio ciatico de rata tratado con EIR
demostré una recuperacion total de la
funcién neural después de siete sema-
nas (43). Es necesario trabajo posterior
para asegurar si la EIR puede aplicar-
se en este campo de manera segura y
eficaz.

Otro uso de electroporacion es la
curacion de heridas. La terapia de gen
también emerge del campo de heridas
no calentadas que se enfoca en los fac-
tores de crecimiento recombinantes
que pueden promover la curacién de
heridas (44). Los multiples métodos de
insercién de genes existen, incluyen-
do pistolas de genes y vectores virales;
la electroporacion puede surgir de una
modalidad dominante.
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La EIR también puede ser aplicada
a la medicina vascular para evitar
reestenosis arterial después de
angioplastia. La capa medial de las ar-
terias contiene las células de musculo
lisas (VSMC) que proliferan después
de la angioplastia, causando pérdida
luminal desconocida significativamen-
te (45, 46). Varios métodos propues-
tos paraevitar VSMC proliferacion han
sido sugeridas, incluyendo
braquiterapia, crioplastia, terapia del
gen, endoprotesis elusoras de medi-
camento, terapia fotodinamica y mas
recientemente, electroporacion (47).
Los estudios en modelos de rata y co-
nejo demostraron que las arterias tra-
tadas por EIR endovascular causan la
ablacion de VSMCs, la cual persiste
durante mas de un mes; la lamina elés-
tica permaneci6 intacta, mientras que
la capa endotelial se regenera (19, 47,
48). El nimero de VSMCs, decrementé
sin la formacién de un aneurisma o
trombos y sin necrosis. La primera
matriz de tejido conectivo que perma-
necio intacta. A cinco semanas, fibrosis
de la pared con endotelio regenerado
fue observado. Estos hallazgos han
sido implicaciones claras para ablacion
endovascular no térmica utilizando la
EIR en medicina cardiovascular.

Consideracion especial para llevar a
cabo EIR comparado con otros tumo-
res de modalidades de ablacion

La consideracion primaria para lle-
var a cabo el EIR es aquel que el pro-
cedimiento deba llevarse a cabo bajo
una anestesia general, en contraste a
las técnicas de ablacion dérmica que
frecuentemente se forman bajo seda-
cion consciente. Las razones principa-
les para simulacién de musculo inclu-
yen arritmias cardiacas debido a cam-
pos eléctricos impulsados, fuertes.
Estimulaciéon muscular, incluyendo el
diafragma, necesita el uso de agentes
paraliticos. Contracciones musculares
son tipicamente localizadas para el
area de tratamiento pero aun pueden
involucrar diafragma adn cuando los
pacientes estén lo suficientemente pa-
ralizados. La administracion de agen-
tes paraliticos necesita supervision
neuromuscular.
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Las arritmias cardiacas fueron pre- Conflicto de intereses de revelacién
viamente notadas en modelos anima- Los autores declaran no haber con-
les y subsecuentemente en ensayos cli-  flictos de intereses.
nicos tempranos (30); éstas son mas
probable que ocurran cuando las le-
siones de tratamiento cierran al cora-
z6n. Esta observacion llevo al uso de
rutina de sincronizacién cardiaca du-
rante EIR, la cual necesita supervision
cardiaca. Mientras EIR necesita super-
visién neuromuscular y cardiacas, ésta
no requiere las almohadillas de pues-
ta a tierra que se necesito en ablacion
de radiofrecuencia, el sistema de en-
friamiento (por ejemplo, cubeta de hie-
lo), necesitada en radiofrecuencia y
ablacién de microondas o el tanque de
gas vy el sistema de entrega necesitan
crioterapia.

En un nivel préctico, la ablacion con
EIR se llevd a cabo con dos a seis son-
das monopolares 0 una sola sonda bi-
polar con un generador. Las zonas de
ablacién de varios tamafios y formas
confeccionados para 6rganos especifi-
cos pueden crearse dependiendo de las
sondas y programaciones utilizadas
(Tabla). EI modelado matematico cui-
dadoso puede predecir las caracteris-
ticas de la zona de ablacién. Tomogra-
fia computarizada o guia US a menu-
do utilizan durante la ablacion de EIR
y es tipicamente més corta en dura-
cion. Por ejemplo, méas fuertemente un
minuto se requiere que ablaciona 3 cm
de la lesion del higado.

En resumen, mientras muchos de-
talles del procedimiento son similares
entre EIR y otras modalidades de
ablacion, la necesidad para anestesia
general y mas supervisién intraproce-
dimiento involucrada es una conside-
racion adicional que puede ser méas
apropiada para tumores adyacentes a
los vasos y otras estructuras criticas
debido a que es este escenario en don-
de laEIR tiene su beneficio teérico méas
fuerte.

Conclusién

La electroporacion es una técnica
con un historial largo de uso en labo-
ratorio. Se ha desarrollado lentamen-
te, inicialmente desde las observacio-
nes en los efectos de electricidad en
sistemas bioldgicos, en paralelo con el
estudio de impulsos eléctrico sobre
alimentos esterilizados y agua. Una
vez que los mecanismos subyacentes
de electropermeabilizacién no térmi-
ca fueron entendidos mejor, para el
uso de pacientes humanos que surgie-
ron. Mientras EIR para el tratamiento
de tumores hepaticos, pancreaticos y
posiblemente otros tumores es una
herramienta de oncologia de interven-
cion nueva prometedora, se necesita
mas trabajo para mejorar su seguridad
y delinear los resultados esperados.
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