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Prefacio

Este libro fue creado para satisfacer la necesidad de una
introduccién concisa a la electroporacion y las tecnologias y
tratamientos basados en electroporacion para aquellos que estan
comenzando, incluidos los estudiantes. El campo de la
electroporacion es un campo verdaderamente interdisciplinario,
ya que requiere conocimientos basicos y avanzados en fisica,
quimica, biologia, ingenieria y medicina y, por lo tanto, es muy
dificil comenzar sin esta amplia vision interdisciplinaria. La
mayor parte del material se basa en un curso de posgrado y en un
taller internacional de tecnologias y tratamientos basados en
electroporacion, que se celebra en Liubliana cada dos afios desde
2003 y desde 2011 todos los afios (ver historia en www.ebtt.org).
Otra parte del material proviene de la experiencia de los autores
contribuyentes y de su experiencia en la ensefianza y
capacitacion de estudiantes en posdoctorados en este campo
interdisciplinario. Agradecemos a todos los autores que han
contribuido con material para este libro.

Damijan Miklavci¢
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Capitulo 1

La célula en el campo eléctrico — Potencial
transmembrana inducido

Tadej Kotnik

Universidad de Liubliana, Facultad de Ingenieria Eléctrica, Liubliana,
Eslovenia.

Resumen: Bajo condiciones fisioldgicas, la membrana plasmatica celular
presenta un voltaje en reposo en el rango de las decenas de milivoltios. La
exposicion de la célula a un campo eléctrico externo induce un componente
adicional de potencial transmembrana, proporcional a la magnitud del campo
externo y se superpone al componente en reposo. A diferencia del voltaje en
reposo, el voltaje inducido varia con la posicion, y depende de la forma de la
célula y su orientacion con respecto al campo eléctrico. En células en
suspension, también depende de la fraccion de volumen ocupada por ellas. Hay
un retraso entre la aplicacion del campo eléctrico externo y el cambio del
potencial transmembrana inducido por él, tipicamente algo por debajo de un
microsegundo, pero puede ser mayor cuando las células estan suspendidas en un
medio de baja conductividad. Como consecuencia de este retraso, para
exposiciones a campos eléctricos con frecuencias superiores a 1 MHz, o a pulsos
eléctricos con duraciones inferiores a 1 ps, la amplitud del voltaje inducido
comienza a disminuir con el aumento de la frecuencia del campo eléctrico o con
una disminucién de la duracion del pulso. A frecuencias de campo cercanas al
rango de los gigahercios, o con duraciones de pulso en el rango de
nanosegundos, esta atenuacion se vuelve tan pronunciada que los voltajes
inducidos en las membranas de los organulos en el interior de la célula se
vuelven comparables, e incluso pueden exceder el voltaje inducido en la
membrana plasmatica.
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La célula y su membrana plasmatica

Una célula puede considerarse desde varios aspectos. Saltaremos la
descripcion mas habitual, la de un bidlogo, y nos centraremos en dos mas
técnicas, la descripcion eléctrica y la geométrica.

Desde el punto de vista eléctrico, una célula puede describirse mas o
menos como un electrolito (el citoplasma) rodeado por una cubierta
eléctricamente aislante (la membrana plasmatica). Fisiologicamente, el
exterior de la célula también se parece a un electrolito. Si una célula se
expone a un campo eléctrico externo, el campo se concentra dentro de la
membrana. Esto da como resultado una diferencia de potencial eléctrico
a través de la membrana denominado potencial transmembrana inducido,
que se superpone al potencial transmembrana en reposo tipicamente
presente en condiciones fisiologicas. El potencial transmembrana puede
afectar el funcionamiento de los canales activados por voltaje presentes
en la membrana, ¢ iniciar un potencial de accion, estimular las células
cardiacas y, cuando es lo suficientemente grande, también conduce a la
electroporacion de la membrana celular. Las regiones de membrana
donde se han formado los poros estan estrechamente correlacionadas con
las regiones donde el potencial transmembrana inducido fue mas alto [1].

Con campos eléctricos que varian rdpidamente en el tiempo, tales
como ondas con frecuencias en el rango de megahercios o mas altas, o
pulsos eléctricos con duraciones en el rango de los submicrosegundos,
tanto la membrana como sus alrededores deben tratarse como materiales
con conductividad eléctrica distinta de cero y una permitividad
dieléctrica distinta de cero.

Desde el punto de vista geométrico, la célula se puede caracterizar
como un cuerpo geométrico (el citoplasma) rodeado por una corteza de
espesor uniforme (la membrana). Para las células en suspension, el
modelo mas simple de la célula es una esfera rodeada por una corteza
esférica. Para una mayor generalizacion, la esfera puede ser reemplazada
por un esferoide (o un elipsoide), pero en este caso, el requerimiento de
un espesor uniforme complica sustancialmente la descripcion de la
corteza. Si su superficie interna es un esferoide o un elipsoide, su
superficie externa carece de una caracterizacion geométrica simple, y
viceversa. Afortunadamente, esta complicacion no afecta el voltaje
inducido en estado estacionario en la membrana plasmatica de tales
células, que atin puede determinarse analiticamente.

Las esferas, los esferoides y los elipsoides pueden ser modelos
razonables para las células en suspension, pero no para las células en los
tejidos. Ningun cuerpo geométrico simple puede modelar una célula
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tipica en un tejido y, ademas, cada célula generalmente difiere en su
forma del resto. Con geometrias irregulares y/o con células cercanas
entre si, el voltaje inducido no puede determinarse analiticamente y, por
lo tanto, no puede formularse como una funcién explicita. Esto nos priva
de algunos de los conocimientos disponibles de las expresiones
explicitas, pero utilizando computadoras modernas y métodos
numéricos, el voltaje inducido en cada célula irregular en particular se
puede determinar con bastante exactitud.

Potencial transmembrana en reposo

Bajo condiciones fisiologicas, un voltaje en el rango de —90 mV hasta
—40 mV siempre esta presente en la membrana celular [2,3]. Este voltaje
es causado por un pequeno déficit de iones positivos en relacion con los
negativos en el citoplasma, lo que es una consecuencia del transporte de
iones especificos a través de la membrana. Los actores mas importantes
en este transporte son: (i) las bombas de Na-K, que exportan iones Na*
fuera de la célula y simultaneamente importan iones K ala célula; y (ii)
los canales de fuga K, a través de los cuales los iones K" pueden fluir a
través de la membrana en ambas direcciones. El potencial
transmembrana en reposo refleja el equilibrio electroquimico de la
accion de estos dos mecanismos, y quizas la forma mas facil de explicar
la presencia de este voltaje es describir como se alcanza el equilibrio.

La bomba Na-K funciona en ciclos. En un solo ciclo, exporta tres
iones Na' fuera de la célula e importa dos iones K hacia el interior de
ella. Esto genera un pequefio déficit de iones positivos en el citoplasma
y un gradiente de potencial eléctrico, que atrae los iones positivos a la
célula y los iones negativos fuera de la célula. Pero al mismo tiempo, la
bomba también genera gradientes de concentracion de Na" y K', que
atraen los iones Na* a la célula y los iones K* fuera de la célula. Los iones
K" son los inicos que poseen un mecanismo significativo de transporte
pasivo a través de la membrana, es decir, los canales de fuga de K, y a
través de estos los iones K son conducidos hacia el equilibrio del
gradiente eléctrico y de concentracion. Cuando se alcanza este equilibrio,
el gradiente eléctrico a través de la membrana determina el potencial
transmembrana en reposo, que estd continuamente presente en la
membrana.

Los iones no balanceados responsables del potencial transmembrana
en reposo representan una fraccion muy pequeiia de todos los iones en el
citoplasma, por lo que la diferencia de presion osmética generada por
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este desequilibrio es insignificante. Ademas, la membrana actiia como
un condensador cargado, con los iones desequilibrados que se acumulan
cerca de su superficie, de modo que el citoplasma en general puede verse
como eléctricamente neutro.

Potencial transmembrana inducido

Cuando una célula bioldgica se coloca en un campo eléctrico, esto
conduce a una distorsion local del campo en la célula y sus alrededores.
Como se describe en la seccion introductoria de este capitulo, debido a
la baja conductividad de la membrana, en las proximidades de la célula,
el campo se concentra en la membrana celular, donde es varios 6rdenes
de magnitud mayor que en el citoplasma y fuera de la célula. Esto
produce lo que se conoce como potencial transmembrana inducido, que
se superpone al componente en reposo. En las siguientes subsecciones,
describimos con mas detalle el potencial transmembrana inducido en
células de varias formas y bajo diversas condiciones. En cada caso
considerado, los principios de superposicion permiten conocer el
potencial transmembrana completo al agregar el componente en reposo
al inducido.

Células esféricas

Para una exposicion a un campo eléctrico homogéneo de corriente
continua (CC), el voltaje inducido en la membrana celular se determina
resolviendo la ecuacion de Laplace. Aunque las células biologicas no son
esferas perfectas, en los estudios tedricos generalmente se consideran
como tales. Como primera aproximacion, la membrana plasmatica puede
tratarse como no conductora. Bajo estos supuestos, el potencial
transmembrana inducido A®y, viene dado por una formula a menudo
denominada ecuacion de Schwan (en estado estacionario) [4],

A@ngERcos(B, (1

donde E es el campo eléctrico en la region donde esta situada la célula,
R es el radio de la célula y 0 es el angulo medido desde el centro de la
célula con respecto a la direccion del campo. El voltaje es proporcional
al campo eléctrico aplicado y al radio de la célula. Ademas, tiene valores
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extremos en los puntos donde el campo es perpendicular a la membrana,
es decir, en 0 =0°y 0 = 180° (los "polos" de la célula), y entre estos polos
varia proporcionalmente al coseno de 8 (ver Fig. 1, linea discontinua).

El valor de A®,, dado por la ecuacion (1) se establece tipicamente
varios pus después del inicio de la aplicacion del campo eléctrico. Con
exposiciones a un campo de corriente continua que duran cientos de
microsegundos o mads, esta formula se puede aplicar de manera segura
para obtener el valor maximo en estado estacionario del potencial
transmembrana inducido. Para describir el comportamiento transitorio
durante los microsegundos iniciales, se usa la ecuacion de Schwan de
primer orden [5],

AD =%ERcos6(1—exp(—t/rm)), ()

donde 1 es la constante de tiempo de carga de la membrana,

Tn = Ko 3)
loXe)
2d ——-—*—+Ro,,

c; +20,

con Gi, Om y O. las conductividades del citoplasma, la membrana
celular y el medio extracelular, respectivamente, €n la permitividad
dieléctrica de la membrana, d el grosor de la membrana y R nuevamente
el radio celular.

En ciertos experimentos in vitro, donde se usan medios extracelulares
artificiales con conductividades sustancialmente mas bajas que las
fisioldgicas, el factor 3/2 en las ecuaciones (1) y (2) disminuye su valor,
como se describe en detalle en [6]. Pero en general, las ecuaciones (2) y
(3) son aplicables a exposiciones a campos eléctricos sinusoidales
(corriente alterna, AC) con frecuencias inferiores a 1 MHz, y a pulsos
eléctricos rectangulares de mas de 1 ps.

Para determinar el voltaje inducido por frecuencias de campo atin mas
altas o pulsos aun mas cortos, también deben tenerse en cuenta las
permitividades dieléctricas de los electrolitos en ambos lados de la
membrana. Esto lleva a una mayor generalizacion de las ecuaciones (2)
y (3) aun modelo de segundo orden [7-9], y los resultados que esto arroja
se describiran en la ultima seccion de este capitulo.
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Células esferoidales y elipsoidales

Otra forma de generalizacion es asumir una forma de célula mas general
que la de una esfera. La generalizacion mas directa es a un esferoide (un
cuerpo geométrico obtenido al rotar una elipse alrededor de uno de sus
radios, de modo que una de sus proyecciones ortogonales es una esfera,
y las otras dos son la misma elipse) y luego a un elipsoide (un cuerpo
geométrico en el que cada una de sus tres proyecciones ortogonales es
una elipse diferente). Para obtener los analogos de la ecuacion de Schwan
para tales células, se resuelve la ecuacion de Laplace en coordenadas
esferoidales y elipsoidales, respectivamente [10-12]. Ademas del hecho
de que esta solucion es en si misma algo mas compleja que la de las
coordenadas esféricas, la generalizacion de la forma invoca dos
complicaciones adicionales descritas en los dos parrafos siguientes.

AD, A
ER; |

315°

360°

44 EP P -

Figura 1: A®, normalizado en estado estacionario en funcién del angulo polar
6 para células esferoidales con el eje de simetria rotacional alineado con la
direccion del campo. Linea continua: una célula esferoidal oblonga con R, = 0.2
xRj. Linea discontinua: una célula esférica, R, = R; = R. Linea punteada: una
célula esferoidal oblonga con Ry = 5xR;.

Una descripcion de una célula es geométricamente realista si el grosor
de su membrana es uniforme. Este es el caso si la membrana representa
el espacio entre dos esferas concéntricas, pero no con dos esferoides o
elipsoides confocales. Como resultado, el grosor de la membrana
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modelada en coordenadas esferoidales o elipsoidales es necesariamente
no uniforme. Al resolver la ecuacion de Laplace en estas coordenadas,
obtenemos la distribucion espacial del potencial eléctrico en un entorno
no realista. Sin embargo, bajo el supuesto de que la conductividad de la
membrana es cero, el potencial transmembrana inducido obtenido de esta
manera sigue siendo realista. Es decir, el blindaje del citoplasma se
completa y, por lo tanto, el potencial eléctrico en todas partes dentro del
citoplasma es constante. Por lo tanto, la geometria de la superficie interna
de la membrana no afecta la distribucion potencial fuera de la célula, que
es lo mismo que ocurriria si la célula fuera un cuerpo no conductor
homogéneo de la misma forma'. Una discusion mas rigurosa de la
validez de este enfoque se puede encontrar en [10]. La figura 1 compara
el potencial transmembrana inducido en dos esferoides con el eje de
simetria rotacional alineado con la direccion del campo, y el inducido en
una esfera.

A(Dm A
ER .,

44 Tt

Figura 2: A®,, normalizado en estado estacionario en funcién de la longitud de
arco normalizada p para células esferoidales con el eje de simetria rotacional
alineado con la direccion del campo. Linea continua: una célula esferoidal
oblonga con R, = 0.2xR;. Linea discontinua: una célula esférica, R, = Ry = R.
Linea punteada: una célula esferoidal oblonga con Ry = 5xR;.

Para las células no esféricas, generalmente es mas revelador expresar
A®, en funcidn de la longitud del arco que en funcion del dngulo 6 (para
una esfera, las dos magnitudes son directamente proporcionales). Para
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mayor uniformidad, se usa la version normalizada de la longitud del arco,
denotada por p y aumentando de 0 a 1 equidistantemente a lo largo del
arco de la membrana. Esto se ilustra en la Fig. 2 para las células para las
cuales AD(0) se muestra en la Fig. 1, y todas las graficas de A®y, en las
células no esféricas se presentaran de aqui en adelante.

AD, 4
ER; {

3/44

12+

1/41 )
" p

-1/41
-1/24

-3/44

Figura 3: AOy(p) normalizado en estado estacionario para una célula esferoidal
oblonga con R, = 0.2xR;. Linea continua: eje de simetria rotacional (ESR)
alineado con el campo. Linea discontinua: ESR a 45 ° con respecto al campo.
Linea punteada: ESR perpendicular al campo.
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AY, 4
ERy |

24

4+

-6+

Figura 4: ADy(p) normalizado en estado estacionario para una célula esferoidal
oblonga con R, = 5xR,. Linea continua: eje de simetria rotacional (ESR)
alineado con el campo. Linea discontinua: ESR a 45 ° con respecto al campo.
Linea punteada: ESR perpendicular al campo.

La segunda complicacion de generalizar la forma de la célula de una
esfera a un esferoide o a un elipsoide es que el voltaje inducido ahora
también se vuelve dependiente de la orientacion de la célula con respecto
al campo eléctrico. Para lidiar con esto, uno descompone el vector de
campo en los componentes paralelos a los ejes del esferoide o el
elipsoide, y escribe el voltaje inducido como una combinacion lineal
correspondiente de los voltajes inducidos para cada una de las tres
orientaciones coaxiales [11,12]. Las Figs. 3 y 4 muestran el efecto de
rotacion de dos esferoides diferentes con respecto a la direccion del
campo.

Células de forma irregular

Para una célula que tiene una forma irregular, el potencial
transmembrana inducido no puede determinarse de manera totalmente
exacta, ya que para tal geometria la ecuacion de Laplace no se puede
resolver analiticamente. Utilizando computadoras modernas y
herramientas de elementos finitos como COMSOL Multiphysics, el
voltaje inducido en una célula irregular dada se puede determinar
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numéricamente, como se describe en detalle en [13,14]. Si bien los
resultados obtenidos de esta manera son bastante exactos, solo son
aplicables a la forma de célula particular para la cual fueron calculados.
La Fig. 5 muestra ejemplos de dos células que crecen en una placa de
Petri y los voltajes inducidos en sus membranas.

AD;, A
ER1 ]

p

154

Figura 5: A®,(p) normalizado en estado estacionario para dos células de forma
irregular que crecen en la superficie plana de una placa de Petri.

Células en suspensiones densas

En suspensiones celulares diluidas, la distancia entre las células es
mucho mayor que las células mismas, y el campo local fuera de cada
célula practicamente no se ve afectado por la presencia de otras células.
Por lo tanto, para las células que representan menos del 1% del volumen
de la suspension (para una célula esférica con un radio de 10 um, esto
significa hasta 2 millones de células/ml), la desviacion del potencial
transmembrana inducido real de uno predicho por la ecuacion de Schwan
es despreciable. Sin embargo, a medida que la fraccion de volumen
ocupada por las células aumenta, la distorsion del campo local alrededor
de cada célula por la presencia de otras células en la vecindad se vuelve
mas pronunciada, y la prediccion producida por la ecuacion de Schwan
es menos realista (Fig. 6). Para fracciones de volumen superiores al diez
por ciento, asi como para grupos y redes de células, uno tiene que usar
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soluciones analiticas numéricas o aproximadas apropiadas para un
analisis confiable del potencial transmembrana inducido [15,16].
Independientemente de la fraccion de volumen que ocupen, siempre que
las celdas estén suspendidas, flotan libremente y su disposicion es
bastante uniforme. Asintdticamente, esto corresponderia a una red cibica
de células centrada en una cara, y esta red también es la mas apropiada
para el analisis del potencial transmembrana inducido en las células en
suspension.

Para fracciones de células aun mayores, las propiedades eléctricas de la
suspension comienzan a parecerse a las de un tejido, pero solo hasta
cierto punto. La disposicion de las células en los tejidos no se parece
necesariamente a una red ctbica centrada en una cara, ya que las células
pueden formar estructuras especificas (por ejemplo, capas). Ademas, las
células en los tejidos pueden estar acopladas eléctricamente (por
ejemplo, a través de uniones gap). Estas y otras caracteristicas especificas
de las interacciones entre las células en los tejidos y los campos eléctricos
se consideraran con mas detalle en el capitulo siguiente.

Campos de alta frecuencia y pulsos muy cortos

La constante de tiempo de carga de membrana (tm) dada por la ecuacion
(3) implica que hay un retraso entre la aplicacion eléctrico externo y el
voltaje inducido por este campo. Como se menciond anteriormente, Tm
(y, por lo tanto, el retraso) esta algo por debajo de un microsegundo en
condiciones fisiologicas, pero puede ser mayor cuando las células se
suspenden en un medio de baja conductividad. Para campos alternos
(AC) con un periodo de oscilacion mucho mas largo que tm, asi como
para pulsos rectangulares mucho mas largos que tm, la amplitud del
voltaje inducido no se ve afectada. Sin embargo, para campos AC con un
periodo comparable o mas corto que Tm, asi como para pulsos mas cortos
que Tm, la amplitud del voltaje inducido comienza a disminuir.

Para ilustrar como se atenua la amplitud del potencial transmembrana
inducido a medida que aumenta la frecuencia del campo AC, graficamos
la amplitud normalizada del voltaje inducido en funcién de la frecuencia
del campo. Para una célula esférica, la grafica obtenida se muestra en la
Fig. 6. La meseta de baja frecuencia y la pendiente descendente que sigue
se describen en la ecuacion de Schwan de primer orden, pero la meseta
de alta frecuencia solo se describe en el modelo de segundo orden [7-9],
en el que todas las conductividades eléctricas y las permitividades
dieléctricas son tenidas en cuenta.
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A(I)m A
ER |

0° 315° 360°

-1/24
1+

-3/121

Figura 6: A®,(0) normalizado en estado estacionario para células esféricas en
suspensiones de varias densidades (distancias intercelulares). Linea continua: El
resultado analitico para una sola célula como lo da la ecuacion (1). Lineas
discontinuas: resultados numéricos para células dispuestas en una red cibica
centrada en una cara y que ocupan (con longitud de trazo decreciente) 10%, 30%
y 50% del volumen total de la suspension.
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Figura 7: Amplitud de A®,, normalizada en estado estacionario en funciéon de
la frecuencia del campo de AC. La curva discontinua muestra la ecuacion de
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Schwan de primer orden, y la curva sélida la de segundo. Notese que ambos ejes
son logaritmicos.

Con frecuencias de campo cercanas al rango de GHz, o con
duraciones de pulso en el rango de nanosegundos, la atenuacion del
voltaje inducido en la membrana plasmatica de la célula se vuelve tan
pronunciada que este voltaje se vuelve comparable al voltaje inducido en
las membranas de los organulos en el interior de la célula. En ciertas
circunstancias, particularmente si el interior de la organela es
eléctricamente mas conductor que el citosol, o si la membrana de la
organela tiene una permitividad dieléctrica menor que la membrana
celular, el voltaje inducido en la membrana de esta organela puede
exceder temporalmente el voltaje inducido en la membrana plasmatica
[17]. En principio, esto podria proporcionar una explicacion teorica para
una serie de reportes recientes de que impulsos eléctricos muy cortos e
intensos (decenas de ns, millones o decenas de millones de V/m) también
pueden inducir la electroporacion de las membranas de los organulos
[18-20].
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cambios durante la electroporacion
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Resumen: Las propiedades eléctricas pasivas de los tejidos biologicos, tales
como la permitividad y la conductividad, son importantes en la resolucion de
problemas aplicados de electroporacién. La densidad de corriente, asi como las vias
por las cuales circula la corriente de un pulso eléctrico aplicado son determinadas
por la permitividad relativa y la conductividad de los tejidos biologicos. A
continuacion, presentamos brevemente las bases tedricas de la conduccion de
corriente eléctrica en materiales bioldgicos, y los factores que afectan a la medicion
de las propiedades dieléctricas de los tejidos y que deben ser tenidos en cuenta al
momento de disefiar un procedimiento de medicién. Se encuentran grandes
discrepancias entre los datos reportados por diferentes investigadores en la
literatura. Estas diferencias se deben a las diferentes técnicas de medicion
utilizadas, al hecho de que las propiedades del tejido macroscopico no son
homogéneas, a dispersiones, a anisotropia, a no linealidad, asi como a la
dependencia con la temperatura y a cambios a lo largo del tiempo. Ademas, cuando
el tejido bioldgico se expone a un campo eléctrico alto, se producen cambios en sus
propiedades eléctricas.

Introduccion

Las propiedades eléctricas de los tejidos bioldgicos y las suspensiones
celulares han sido de interés durante mas de un siglo. Estas propiedades
determinan las vias del flujo de la corriente a través del cuerpo y, por lo
tanto, son muy importantes en el andlisis de una amplia gama de
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aplicaciones biomédicas. En un nivel mas fundamental, el conocimiento de
estas propiedades eléctricas puede conducir a la comprension de los
procesos bioldgicos basicos subyacentes. Para analizar la respuesta de un
tejido al estimulo eléctrico, se necesitan datos sobre la conductividad y la
permitividad relativa de los tejidos u 6rganos en estudio. Una descripcion
microscopica de la respuesta es complicada por la variedad de formas
celulares y su distribucion dentro del tejido, asi como por las diferentes
propiedades de los medios extracelulares.

A baja frecuencia, la conductividad eléctrica estd determinada
principalmente por la concentracion de iones extracelulares y su movilidad.

Por lo tanto, se usa con mayor frecuencia un enfoque macroscopico para
caracterizar distribuciones de campo en sistemas biologicos. Sin embargo,
incluso a nivel macroscdpico, las propiedades eléctricas son complicadas.
Estas pueden depender de la orientacion del tejido en relacion con el campo
aplicado (anisotropia direccional), la frecuencia del campo aplicado (el
tejido no es un dieléctrico perfecto, ni un conductor perfecto) o pueden
depender del tiempo y el espacio (p. €j. cambios en la conductividad el
tejido durante la electroporacion) [1] - [3].

Materiales biolégicos en el campo eléctrico

Las propiedades eléctricas de cualquier material, incluidos los tejidos
biologicos, se pueden dividir en dos categorias: conduccién y aislamiento.
En un conductor, las cargas eléctricas se mueven libremente en respuesta a
la aplicacion de un campo eléctrico, mientras que en un aislante (dieléctrico)
las cargas son fijas y, por lo tanto, no pueden moverse libremente; la
corriente no fluye.

Si un conductor se coloca en un campo eléctrico externo, las cargas se
redistribuiran dentro del conductor hasta que el campo interno resultante
sea cero. En el caso de un aislante, no hay cargas libres, por lo que no se
produce una migracion neta de cargas. En materiales polares, los centros de
carga positiva y negativa en las moléculas (por ejemplo, agua) no coinciden.
Un campo aplicado, Eo, tiende a orientar los dipolos y produce un campo
dentro del dieléctrico, E,, que se opone al campo aplicado. Este proceso se
llama polarizacion. La mayoria de los materiales contienen una
combinacion de dipolos y cargas libres. Por lo tanto, el campo eléctrico en
cualquier material se reduce en relacion con su valor de espacio libre. El
campo interno resultante dentro del material, E, es entonces

E=E,-E,



24  Damijan Miklav¢ié, Bor Kos

El campo interno resultante se reduce en una cantidad significativa en
relaciéon con el campo aplicado si el material es un aislante y es
esencialmente cero para un buen conductor. Esta reduccion se caracteriza
por un factor &, que se denomina permitividad relativa o constante
dieléctrica, de acuerdo con

En la practica, la mayoria de los materiales, incluido los tejidos
biologicos, en realidad muestran algunas caracteristicas de ambos, aislantes
y conductores, porque contienen dipolos y cargas que pueden moverse, pero
de manera restringida [4], [5].

A nivel macroscopico, describimos que el material tiene una
permitividad, €, y una conductividad, c. La permitividad caracteriza la
capacidad del material para atrapar o almacenar cargas o rotar dipolos
moleculares, mientras que la conductividad describe su capacidad para
transportar cargas. La permitividad también ayuda a determinar la
velocidad de la luz en un material, de modo que el espacio libre tiene una
permitividad & =8.85 x 1072 F/m. Para otros medios:

E=¢E,

La energia almacenada por unidad de volumen en un material, u, y la
potencia disipada por unidad de volumen, p, son:

_¢E’ _ oE’
2 P=7

Considere una muestra de material que tiene un espesor, d, y un area de
seccion transversal, A (Figura 1).

u

Figura I: Consideracion de una pequeila parte teérica de un material.
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Si el material es un aislante, entonces tratamos la muestra como un
condensador con capacidad (C); si es un conductor, entonces lo tratamos
como un conductor con conductancia (G):

C=a~% G=c-%

Un modelo simple para un material real, como un tejido, seria una
combinacion paralela del condensador y el conductor. Si se aplica un
voltaje constante (DC) V a través de esta combinacion en paralelo, entonces
fluird una corriente de conduccién Ic = GV y se almacenara una cantidad de
carga Q=CV. Sin embargo, si se aplica un voltaje alterno (AC) a la
combinacion:

V(t)=V,cos(ot)

La carga en las placas del condensador ahora esta cambiando con la
frecuencia f. Caracterizamos este flujo como una corriente de
desplazamiento:

I,= d% =-0CV, sin(wt)

La corriente total que fluye a través del material es la suma de las
corrientes de conduccion y desplazamiento, que estan separadas 90 © en
fase, con las corrientes de desplazamiento “adelantadas” respecto al voltaje
aplicado. La corriente total es I = I; + L4, por lo tanto

=GVAC- Y/ = (o +ioe)V -4/

El material real, entonces, se puede caracterizar por tener una
admitancia, Y *, dada por:

Y’ =G+ioC = (A/d)(c+ioe)

donde * indica una cantidad de valor complejo. En términos de
propiedades del material, definimos una conductividad correspondiente de
valor complejo

o =(c+ine)

La descripcion de un material en términos de su admitancia enfatiza su
capacidad para transportar corriente. Alternativamente, podriamos enfatizar
su capacidad para restringir el flujo de corriente considerando su
impedancia Z ¥ =1/Y *, o para una conductancia pura, su resistencia, R =
1/G.
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También podemos denotar la corriente total como:

: dv
— (e _1O ; A/ 2V

Podemos definir una permitividad relativa de valor complejo:

ic

o o
gf=¢g, =g —ig,

g,
con &'=¢; and &"=c/(wep). La conductividad compleja y la permitividad
compleja estan relacionadas por:

* . * . *
O =10€ =1MEHE,

Podemos considerar la conductividad de un material como una medida
de la habilidad de su carga para ser transportada a lo largo de su volumen
en respuesta al campo eléctrico aplicado. Del mismo modo, su permitividad
es una medida de la habilidad de sus dipolos para rotar o para almacenar su
carga en respuesta al campo aplicado. Tenga en cuenta que, si la
permitividad y la conductividad del material son constantes, la corriente de
desplazamiento aumentara con la frecuencia, mientras que la corriente de
conduccion no cambia. A bajas frecuencias, el material se comportara
como un conductor, pero los efectos capacitivos serdn mas importantes a
frecuencias mas altas. Para la mayoria de los materiales, sin embargo, 6* y
e* dependen de la frecuencia. Dicha variacion se llama dispersion y se debe
a la relajacion dieléctrica: el retraso en la polarizacion molecular después
del cambio del campo eléctrico en un material. Los tejidos biologicos
exhiben varias dispersiones diferentes en un amplio rango de frecuencias
[4].

Las dispersiones pueden entenderse en términos de la orientacion de los
dipolos y del movimiento de los portadores de carga. A frecuencias
relativamente bajas, es relativamente facil que los dipolos se orienten en
respuesta al cambio en el campo aplicado, mientras que los portadores de
carga viajan distancias mas grandes sobre las cuales hay una mayor
oportunidad de atrapar un defecto o interfaz como la membrana celular [6].
A medida que aumenta la frecuencia, los dipolos son menos capaces de
seguir los cambios en el campo aplicado y la polarizacion correspondiente
desaparece. Por el contrario, los transportadores de carga recorren
distancias mas cortas durante cada medio ciclo y tienen menos
probabilidades de quedar atrapados. A medida que aumenta la frecuencia,
la permitividad disminuye y, debido a que la captura se vuelve menos
importante, aumenta la conductividad. En un material heterogéneo, como
el tejido biologico, se observan varias dispersiones como se ilustra en la
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Figura 2. En resumen, la dispersion alfa en el rango de kilohercios se debe
a los efectos de la membrana celular, como los canales idnicos regulados y
la difusién idnica, y es la primera de las dispersiones en desaparecer con la
muerte del tejido. La dispersion beta se puede observar alrededor del rango
de megahercios debido a la carga capacitiva de las membranas celulares.
Por encima de la dispersion beta, la impedancia de las membranas celulares
cae drasticamente, permitiendo que la corriente eléctrica pase a través no
solo del espacio extracelular, sino también intracelular. Esta dispersion es
particularmente interesante ya que también es evidente en la conductividad
del material. La tultima, la dispersion gamma (por encima del rango de
gigahercios) se debe a los mecanismos dipolares de las moléculas de agua
en el material.
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Figura 2: Dependencia de la frecuencia tipica de la permitividad y la conductividad
complejas de un material heterogéneo como el tejido biologico.

Mediciones de las propiedades dieléctricas de los tejidos

Existe una gran discrepancia entre datos encontrados en la literatura sobre
las propiedades eléctricas de materiales bioldgicos. La medicion de las
propiedades dieléctricas del tejido puede ser complicada debido a varios
factores, como la falta de homogeneidad del tejido, la anisotropia, el estado
fisiologico del tejido, los cambios estacionales y relacionados con la edad y
la enfermedad y la polarizacion de los electrodos [1].
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Inhomogeneidad de los tejidos

El tejido es un material altamente no homogéneo. La célula en si esta
compuesta por una membrana aislante que envuelve un citosol conductor.
Una suspension de células puede considerarse a bajas frecuencias
simplemente como inclusiones no conductoras en un fluido conductor [6].
El aislamiento es proporcionado por la membrana celular. A frecuencias en
el rango de MHz, el acoplamiento capacitivo a través de esta membrana se
vuelve mas importante, permitiendo que la corriente eléctrica pase no solo
alrededor de la celda, sino también a través de ella. En el tejido, las células
estan rodeadas por una matriz extracelular, que puede ser extensa, como en
el caso del hueso, o minima, como en el caso del tejido epitelial. El tejido
no contiene células de un solo tamafio y funcion. El tejido se perfunde con
sangre y se une al sistema nervioso central mediante neuronas. Por lo tanto,
es dificil (si no imposible) extrapolar las propiedades dieléctricas de una
suspension celular a las de un tejido intacto.

Anisotropia de tejidos

Algunos materiales biologicos, como el hueso y el musculo esquelético,
son anisotropicos. Por lo tanto, cuando se hace referencia a los valores
medidos de conductividad y permitividad, es necesario incluir datos sobre
la orientacion de los electrodos con respecto al eje principal del tejido; por
ejemplo, longitudinal, transversal o una combinacion de ambos. Por
ejemplo, los misculos estan compuestos de fibras, células individuales muy
grandes alineadas en la direccion de la contraccion muscular. La
conduccion eléctrica a lo largo de la longitud de la fibra es
significativamente mas facil que la conduccién en la direccion
perpendicular a las fibras. Por lo tanto, el tejido muscular manifiesta
propiedades eléctricas anisotrdpicas tipicas. La conductividad longitudinal
es significativamente mayor que la conductividad transversal (puede ser
hasta 8 veces mayor) [7].

La anisotropia tisular depende de la frecuencia. Es decir, si la
frecuencia de la corriente es lo suficientemente alta, las propiedades
anisotropicas desaparecen. Especificamente para el tejido muscular, eso
ocurre en el rango de frecuencia de MHz, es decir, en la dispersion beta.
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Factores fisiolégicos y cambios de tejido

Cualquier cambio en la fisiologia del tejido debe producir cambios en
las propiedades eléctricas del tejido. Este principio se ha utilizado para
identificar y/o monitorear la presencia de diversas enfermedades o
afecciones [8], [9].

Los tumores generalmente tienen un mayor contenido de agua que los
tejidos normales debido a la necrosis celular, pero también a la
vascularizacion irregular y fenestrada. La mayor conductividad de los
tumores en el rango de frecuencia de MHz se ha identificado como un
objetivo potencial para las aplicaciones de imagenes [10]. Ademas, puede
haber diferencias en la estructura de la membrana ya que la grasa es peor
conductor de la electricidad que el agua. Los cambios en la impedancia de
los tejidos reflejan el porcentaje de grasa corporal o agua [8]. También se
ha informado que los cambios patologicos en el higado, como la
enfermedad del higado graso o la cirrosis pueden influir en las propiedades
medidas del tejido a frecuencias de 100 MHz [9].

Ademas, la muerte o la escision del tejido produce cambios
significativos en sus propiedades eléctricas. El metabolismo del tejido
disminuye tras haber sido extirpado y, a menudo, la temperatura baja. Si el
tejido es sostenido por medio del mantenimiento de la temperatura y un
sistema de perfusion, puede estabilizarse en un estado vivo in vitro (ex vivo)
por un periodo limitado de tiempo. Sin embargo, si no se le proporcionan
estas medidas de soporte, se produciran cambios irreversibles, seguidos de
muerte celular y tisular. Por estas razones, se debe tener mucho cuidado en
la interpretacion de las mediciones eléctricas que se realizaron en tejidos
extirpados.

Las propiedades eléctricas del tejido también dependen de su
temperatura. La movilidad de los iones que transportan la corriente
aumenta con la temperatura a medida que disminuye la viscosidad del fluido
extracelular. Para monitorear el progreso del tratamiento de hipertermia, se
ha sugerido el uso del rapido aumento de la conductividad que se produce
con la temperatura. Ademas, otros posibles cambios, como la hinchazon
celular y el edema, u oclusion del flujo sanguineo, afectan las propiedades
del tejido.

Polarizacion de los electrodos

La polarizacion de los electrodos es una manifestacion de la
organizacion de las cargas que ocurre en la interfaz tejido/muestra-electrodo
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en presencia de moléculas de agua e iones hidratados. El efecto aumenta al
aumentar la conductividad de la muestra [11].

En una suspension celular se puede formar una capa de contraioén en
cada electrodo. La caida de potencial en esta capa reduce el campo eléctrico
disponible para impulsar el transporte de cargas en la suspension, lo que
resulta en una conductividad aparentemente menor de la suspension. A
medida que aumenta la frecuencia, la capa de contraion es menos capaz de
seguir los cambios en la sefial aplicada, la caida potencial en la interfaz
muestra-electrodo disminuye y la conductividad aparente de la suspension
aumenta. Por lo tanto, la polarizacion del electrodo es mas pronunciada a
frecuencias mas bajas y a amplitudes mas bajas de la sefal de voltaje
medida.

El proceso es mas complicado en el tejido. La insercion de electrodos
invasivos puede causar primero la liberacion de electrolitos debido a un
traumatismo del tejido circundante y luego puede producirse el desarrollo
de una region de la herida poco conductiva. Esta region puede blindar parte
del electrodo de la corriente ionica y asi reducir los efectos de polarizacion
en comparacion con una solucion idénica con conductividad equivalente al
fluido intracelular.

El material del electrodo juega un papel importante en la determinacion
de su impedancia de polarizacion, cuya importancia relativa disminuye con
el aumento de la frecuencia. Se considera una buena practica medir la
impedancia del tejido in vivo después de esperar un tiempo suficiente para
que los procesos de polarizacion del electrodo se estabilicen. Un tiempo
tipico puede ser del orden de treinta minutos.

Se utilizan dos configuraciones de electrodos basicos diferentes para
medir las propiedades eléctricas de los materiales bioldgicos; el método de
dos electrodos y el de cuatro electrodos.

Método de dos electrodos: adecuado para mediciones de corriente
alterna (AC). No se puede usar como tal para mediciones de corriente
continua (DC) debido a la polarizacion del electrodo, lo que en
consecuencia da resultados incorrectos para la conductividad de la muestra
entre los electrodos. Para las mediciones de AC, el rango de frecuencia
sobre el cual la polarizacion del electrodo es importante depende en cierta
medida del sistema que se esté midiendo y del material del electrodo. Para
las suspensiones celulares es importante hasta casi 100 kHz, mientras que
para el tejido medido in vivo es significativo solo hasta aproximadamente
1 kHz. Al variar la separacion de los electrodos, se puede determinar y
eliminar la contribucion de la polarizacion del electrodo, sin embargo, este
es un método que se aplica mejor a las muestras liquidas, ya que requiere
electrodos de placas paralelas.
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Método de cuatro electrodos: se puede utilizar para mediciones de DC
y AC. Se usan dos pares de electrodos: un par de electrodos de corriente
externos y un par de electrodos de voltaje internos. La corriente de la fuente
pasa a través de la muestra. Se colocan los electrodos de voltaje a una
separacion conocida en la muestra entre los electrodos de corriente. Al
medir la corriente como la caida de voltaje a través de una resistencia en
serie con la muestra y la caida de voltaje a través de los electrodos internos,
se puede determinar la conductividad de la muestra entre los electrodos
internos. La ventaja de este método es que la polarizacion en los electrodos
de corriente no tiene influencia en la diferencia de voltaje entre los
electrodos de voltaje. La polarizacion en los electrodos de voltaje es
insignificante tanto para DC como para AC debido a la alta impedancia de
entrada del sistema de medicion. El inconveniente es que los resultados de
la medicion se interpretan en base a la suposicion de que el tejido es
homogéneo en toda la region donde se realiza la medicion.

Respuesta eléctrica del tejido al campo eléctrico

Se han observado cambios en la conductividad del tejido in vivo si el tejido
se somete a un campo eléctrico suficientemente alto. Dicho esto, podemos
utilizar las propiedades dieléctricas del higado y tratar de calcular la
respuesta eléctrica tedrica a un pulso de voltaje rectangular corto que tiene
una duracion de 100 ps y un tiempo de ascenso de 1 ps (parametros de pulso
tipicos utilizados para electroquimioterapia). Utilizamos el circuito RC en
paralelo para modelar la respuesta eléctrica del tejido (ver Fig. 3).

| tejido

o »

V o R|| c=—=

o

Figura 3: Circuito RC en paralelo: una representacion teérica de la respuesta de
los tejidos a los pulsos eléctricos.

Las complicaciones surgen de los hechos de que i) los parametros del
pulso (la duracion del pulso, el tiempo de ascenso y caida) determinan el
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contenido de su espectro de frecuencia y ii) la conductividad y permitividad
del tejido dependen de la frecuencia. La respuesta obtenida para el primer
pulso se presenta en la Fig. 4. Al comienzo del pulso de voltaje, se observa
corriente de desplazamiento transitoria capacitiva. A medida que las
membranas se cargan, el voltaje a través de ellas aumenta y la corriente
medida disminuye. Pronto se alcanza el estado estacionario y la corriente se
estabiliza a través de la conductancia del liquido extracelular. Como el
modelo que describe las dispersiones dieléctricas es lineal, el cambio del
voltaje aplicado escala proporcionalmente a la amplitud de la corriente.

Podemos comparar esta respuesta calculada con la respuesta medida en
higado de rata in vivo para el mismo pulso que el anterior y diferentes
amplitudes de pulso que se extienden hasta las intensidades de campo
electroporadoras (Fig. 5) [12]. Para el voltaje aplicado mas bajo podemos
ver una buena concordancia con la respuesta calculada. A medida que
aumenta la intensidad del campo, la respuesta eléctrica del tejido ya no es
lineal, lo que significa que la corriente aumenta mas rapido que el voltaje.
La corriente también aumenta durante el pulso mismo, como se puede ver
por el aumento de la corriente en los voltajes mas altos en la Figura 5. La
medicion de las propiedades eléctricas pasivas de los tejidos electroporados
podria proporcionar retroalimentacion en tiempo real sobre el resultado del
tratamiento [12], [13]. Sin embargo, se debe tener cuidado en la
interpretacion del aumento de la corriente durante el tratamiento de
electroporacion, debido a la variabilidad natural de las propiedades
dieléctricas del tejido, y a que el aumento de la conductividad también
puede ser producto del calentamiento del tejido [14], [15].
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Figura 4: Respuesta calculada del tejido durante la administracion del pulso de
voltaje rectangular con una duracioén de 100 ps con un tiempo de ascenso de 1 pus'y
una amplitud de 120 V. Se asumen electrodos de placa con una distancia entre
electrodos de 4,4 mm.

35

Voltaje aplicado [V]
251 .
300

250

Corriente [A]

200

150

05F
100
0 R
05 . A . . A . A .
20 0 20 40 60 80 100 120 140 180
Tiempo [us]

Figura 5: Respuesta medida del tejido durante el suministro de pulsos
rectangulares de 100 pus de diferentes amplitudes al higado de rata in vivo.
Adaptado de Cukjati et al. [10]. Los pulsos se generaron usando un generador
Jouan GHT1287B; se utilizaron electrodos de placa con una distancia entre
electrodos de 4,4 mm.

La respuesta medida es coherente con la hipotesis de que el grueso de la
conductividad del tejido también deberia aumentar de manera medible ya
que a nivel celular la electroporacion causa el aumento de la conductancia
de la membrana [16]. Al medir tejido ex vivo y tejido fantasma hecho de
material gelatinoso [17] y tejido hepatico ex vivo [18] usando MREIT,
pudimos demostrar que los cambios de conductividad eléctrica debidos a la
electroporacion de la membrana dependen de la amplitud y ocurren solo en
el tejido real pero no en el tejido fantasma. Sin embargo, no esté claro a
qué valor aumenta la conductividad del tejido como consecuencia de la
electroporacion de la membrana plasmatica. Se ha estipulado que podria
estar cerca del valor en el rango de dispersion beta [19].
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Figura 6: Conductividad de los tejidos en funciéon de la intensidad del campo
eléctrico local.

En aplicaciones donde los pulsos eléctricos se aplican externamente a la
piel o a través de ella a tejidos subyacentes (como un tumor subcutineo),
uno podria esperar que se requieran amplitudes de voltaje muy altas para
vencer la alta resistencia de la piel y permeabilizar los tejidos subyacentes.
A saber, los tejidos entre los electrodos pueden verse como resistencias
conectadas en serie. La aplicacion de voltaje en dicho circuito (divisor de
voltaje) hace que el voltaje se distribuya entre las resistencias
proporcionalmente a sus resistividades [20]. Al aplicar pulsos eléctricos,
casi todo el voltaje aplicado cae asi sobre el tejido mas resistivo (menos
conductivo), en este caso en las capas mas externas de la piel. Eso daria
como resultado una fuerza de campo eléctrico muy alta en la piel, mientras
que el campo eléctrico en otros tejidos seguiria siendo insuficiente para una
electroporacion  celular  exitosa. Si  nuestro objetivo es la
electroquimioterapia del tumor subyacente, uno podria preguntarse como es
posible una electroquimioterapia exitosa de tumores subcutaneos cuando se
usan electrodos de placa externa. La respuesta radica en el aumento de las
conductividades de los tejidos durante la electroporacion, un fenémeno que
también se observo in vivo. Este aumento de conductividad conduce a un
cambio en la distribucién del campo eléctrico, que expone al tumor a un
campo eléctrico lo suficientemente alto como para una permeabilizacion
exitosa de la membrana celular [21]. Para respaldar ain mas esta hipotesis,
describimos este proceso con un modelo numérico, teniendo en cuenta los
cambios en las propiedades eléctricas del tejido durante la electroporacion.
En la Figura 6 se muestran seis pasos del proceso de electroporacion en el
modelo de tumor subcutaneo para un voltaje de 1000 V entre los electrodos.
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La distribucion del campo eléctrico se muestra en V/cm. El paso 0 denota
la distribucion del campo eléctrico tal como era justo antes de que
comenzara el proceso de electroporacion, por lo tanto, cuando todos los
tejidos todavia tenian sus conductividades iniciales. Cuando se aplica el
voltaje a los electrodos, el campo eléctrico se distribuye en el tejido de
acuerdo con las relaciones de conductividad de los tejidos en el modelo. La
intensidad de campo es mas alta en los tejidos con conductividad mas baja,
donde la caida de voltaje es mas grande. En nuestro caso, casi toda la caida
de voltaje ocurre en la capa de piel, que tiene una conductividad de
aproximadamente 10-100 veces mas baja que los tejidos que se encuentran
debajo.

Si observamos el ultimo paso del analisis secuencial, el paso 5,a 1000 V
(Fig. 7), el tumor esta completamente permeabilizado, e incluso en algunas
areas el campo eléctrico esta por encima del umbral irreversible.

paso 0 1000 V paso 1

paso 5

Figura 7: Seis pasos del analisis secuencial del proceso de electroporacion en el
modelo de tumor subcutaneo a 1000 V aplicados entre dos electrodos de placa con
una separacion de 8 mm [21]. Los intervalos de tiempo entre los pasos en general
no son uniformes. Los diferentes pasos siguen un orden cronoldgico, pero no tienen
un valor de tiempo exacto asociado a ellos. La distribucion del campo eléctrico se
muestra en V/cm.

Se puede encontrar una situacion similar al aplicar pulsos eléctricos en
un pliegue de piel con electrodos de placa como se utiliza para la
transfeccion génica in vivo en la piel [22]. La piel consta de tres capas
principales: epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo (Fig. 8). La
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epidermis esta formada por diferentes capas, pero la que define mas sus
propiedades eléctricas es la capa mas externa, el estrato cérneo. Aunque es
muy delgada (tipicamente alrededor de 20 pm), contribuye en gran medida
a las propiedades eléctricas de la piel. Su conductividad es de tres a cuatro
ordenes de magnitud mas baja que las conductividades de las capas mas
profundas de la piel. Nuevamente, cuando se aplican pulsos eléctricos en
un pliegue de piel a través de electrodos de placa, casi todo el voltaje
aplicado cae en el estrato corneo, lo que causa un campo eléctrico muy alto
en esa capa, mientras que el campo eléctrico en las capas mas profundas de
la piel (las capas objetivo para transfeccion génica) permanece demasiado
bajo. Del mismo modo que en el caso de los tumores subcutaneos, el
aumento de las conductividades de las capas de la piel durante la
electroporacion expone las capas de la piel debajo del estrato corneo a un
campo eléctrico lo suficientemente alto como para una permeabilizacion
exitosa [23].

grasa,
tejido
conectivo
(650pm)

estrato
coérneo
(100pm)
epidermis
(250pm)

Figura 8: Esquema de un pliegue cutaneo como se describe en el modelo numérico.
Aqui solo se presenta una cuarta parte del pliegue de la piel.

Propiedades del tejido durante la electroporacién a alta
frecuencia

Recientemente, la electroporacidon a alta frecuencia estd recibiendo
considerable atencion después de que se sefialdo en la literatura, que la
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misma con duraciones de pulso entre 1 us y 100 pus esta relativamente
inexplorada [24]. Los pulsos mas cortos, combinados con alguna pausa
entre ellos tienen el potencial de reducir la estimulacion nerviosa y muscular
presente en los pulsos de electroporacion "clasicos" [25]. Dado que los
parametros de pulso en la electroporacion a alta frecuencia suelen emplear
un mayor nimero de pulsos bipolares de corta duracion, el contenido de
frecuencia de estos pulsos puede ser notablemente diferente de los tipicos
impulsos de electroporacion de 100 ps [26]. Una posible ventaja de esto es
que podria haber un menor contraste de conductividad, entre p. €j. tumor y
tejido sano circundante, sin embargo, las frecuencias principales de tejido
de estos trenes de pulsos siguen siendo lo suficientemente bajas como para
que la electroporacion provoque un aumento significativo de la
conductividad debido a la electroporacion de la membrana.

Conclusiones

La explicacion teorica del proceso de electroporacion ofrece informacion
util para la comprension de los procesos bioldgicos subyacentes y permite
predecir el resultado del tratamiento [27]. Por lo tanto, se debe empelar el
debido esfuerzo en medir las propiedades eléctricas de los tejidos y sus
cambios durante la electroporacion [28].

Una de las preocupaciones asociadas con la electroporacion podria ser
el calentamiento resistivo del tejido. No es deseable un calentamiento
excesivo, no solo para evitar quemaduras en la piel y garantizar la seguridad
del paciente, sino también para evitar dafios a las células viables. Se ha
demostrado que existe la posibilidad de un calentamiento resistivo del tejido
excesivo durante la electroporacion [29], por lo tanto, se debe considerar el
aspecto térmico en la planificacion del tratamiento y el analisis tedrico de
aplicaciones especificas de tratamientos basados en electroporacion [26].
Para mantenerse dentro del limite de seguridad y lograr un tratamiento
€xitoso, es necesario estimar el calentamiento, mediante modelos tedricos,
como parte de la planificacion del tratamiento [30].
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Capitulo 3

Electropermeabilizacion celular in vitro

Justin Teissié

IPBS UMR 5089 CNRS y Universidad de Toulouse, Toulouse, Francia.

Resumen: La electropulsacion (aplicacion de pulsos eléctricos de corta
duracion) es uno de los métodos no virales mas exitosos para introducir moléculas
extrafas en células vivas in vitro. Este capitulo describe los factores que controlan
la electropermeabilizacion de moléculas pequeiias (<4 kDa). La duracion del pulso
se selecciona desde los submicrosegundos a unos pocos milisegundos. La
descripcion de los eventos in vitro lleva la atencion del lector a los procesos que
ocurren antes, durante y después de la electropulsacion de las células. Se define el
papel de los diferentes parametros eléctricos (intensidad de campo, duracion del
pulso, retraso entre pulsos). La cinética de los procesos que afectan la superficie
celular se describe destacando que la mayor parte del intercambio a través de la
membrana ocurre después del pulso, durante el llamado resellado. La contribucion
de la célula a este paso critico se explica de forma tentativa. Los eventos que
ocurren en la membrana celular parecen estar controlados por el metabolismo
celular.

Introduccion

La aplicacion de pulsos de campo eléctrico a células conduce a la
permeabilizacion  transitoria de la  membrana  plasmatica
(electropermeabilizacion). Este fendmeno aporta nuevas propiedades a la
membrana celular: se permeabiliza, se vuelve proclive a fusionarse y se
pueden insertar proteinas de membrana exodgenas. Se ha utilizado para
introducir una gran variedad de moléculas en muchas células diferentes in
vitro [1, 2].

El presente capitulo informa sobre lo que se llama
"electropermeabilizacion clasica". Esto significa que es relevante el efecto
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de los pulsos de campo que duran desde microsegundos (us) a varios
milisegundos (ms), con un tiempo de subida de unos pocos cientos de
nanosegundos. En este dominio del tiempo, la espectroscopia dieléctrica de
una célula muestra que la membrana puede considerarse como un aislante
no conductor (de hecho, pueden estar presentes algunas fugas activas). La
fisica del proceso fue parte de la conferencia del profesor Kotnik.

Uno de los problemas limitantes sigue siendo que se conocen muy poco
sobre los mecanismos fisicoquimicos que apoyan la reorganizacion de la
membrana celular. La electropermeabilizacion no consiste simplemente en
perforar agujeros en la bicapa lipidica. La fisiologia de la célula esta
controlando muchos parametros. La desestabilizacion asociada a la pérdida
de la impermeabilidad de la membrana es un estrés para las células y puede
afectar la viabilidad de las mismas.

Esta conferencia explica los factores que controlan la
electropermeabilizacion a moléculas pequefias (<4 kDa). Se describen los
eventos que ocurren antes, durante y después de la electropulsacion de las
células.

Preambulo: ;qué es una membrana biolégica?

El objetivo principal de la electropermeabilizacion celular es la
membrana celular, mas precisamente la membrana plasmatica. Los
organulos pueden verse afectados cuando estan protegidos por la membrana
plasmatica o por un efecto posterior del transporte vinculado a la
permeabilizacion de la membrana plasmatica (absorcion de iones, fuga de
metabolitos secundarios). En muchos enfoques, como las simulaciones de
dindmica molecular, la descripcion bioldgica de la membrana se limita a
una bicapa lipidica. Esto esta lejos de la complejidad bioldgica y debe
usarse solo para investigaciones de fisica de materia condensada. Cuando
el proceso se aplica a una célula (y a un tejido), se obtiene una descripcion
mas sofisticada de la organizacion de la membrana biologica. Es un
ensamblaje complejo entre proteinas y una mezcla de lipidos. Es el
resultado de una red de fuerzas débiles que resulta en un patréon complejo
de presion lateral a través de la membrana. Muchos movimientos laterales
y rotacionales de los componentes de la membrana estan presentes en una
escala de tiempo de microsegundos. Los movimientos transversales
espontaneos son impulsados por energia o son el resultado de eventos
relacionados con el trafico de membrana (endocitosis, exocitosis). La
distribucién de lipidos no es homogénea como se supone en el modelo de
matriz fluida, sino que se detectan acumulaciones especificas localizadas
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(balsas). Esto se debe al hecho de que una membrana bioldgica es una
entidad activa donde se produce un flujo continuo de componentes (el
denominado trafico de membrana). La endocitosis y la exocitosis son
procesos involucrados en la organizacion de la membrana. Estos procesos
se ven afectados por los diferentes estresores aplicados a la célula. Las
sefiales mecanicas son transducidas por la membrana. Esto cuesta mucha
energia provista por el metabolismo celular. Otra consecuencia es el
gradiente i6nico a través de la membrana que resulta del equilibrio entre el
bombeo activo y las fugas espontaneas. Un aspecto final es que los dafios
a la membrana se reparan no solo mediante un proceso intramembranario
(como para un material viscoelastico) sino también mediante un proceso de
parcheo mediado por vesiculas citosolicas.

Por lo tanto, resulta muy dificil proporcionar una descripcion fisica
precisa de una membrana bioldgica a nivel molecular. O bien se utilizan
aproximaciones excesivamente simplificadas (usando vesiculas lipidicas,
un enfoque de la fisica de la materia blanda) o se proporciona una
descripcion fenomenoldgica con ajuste a ecuaciones fisicoquimicas (un
enfoque de ciencias de la vida). Ambos enfoques son validos siempre que
se tenga en cuenta los limites de la exactitud que posee cada uno. La
presente conferencia estara dentro del enfoque de ciencias de la vida para
dar la informacion adecuada para aplicaciones clinicas y biotecnologicas.

A- Una descripcion biofisica y una validacion biolégica

A-1 El campo externo induce la modulacién de la diferencia de
potencial de la membrana

Un campo eléctrico externo modula la diferencia de potencial de membrana
ya que una célula puede considerarse como un condensador esférico [3]. La
diferencia de potencial transmembrana (TMP) inducida por el campo
eléctrico después de un tiempo de carga (capacitiva), A¥;, es una funcion
compleja g(A) de las conductividades especificas de la membrana (An), el
buffer usado durante la aplicacion del pulso (Ao) y el citoplasma (A;), el
grosor de la membrana, el tamafio de la célula (r) y el empaque. Asi,

AY,=f-g(A)-r-E-cos6 )

en la que @ designa el angulo entre la direccion normal a la membrana en el
punto considerado de la superficie celular y la direccion del campo, E la
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intensidad del campo, 7 el radio de la célula y f, un factor de forma (siendo
la célula un esferoide). Por lo tanto, AY; no es uniforme en la superficie
celular. Es maximo en las posiciones de la célula frente a los electrodos.
Estas predicciones fisicas se verificaron experimentalmente por
videomicroscopia utilizando sondas fluorescentes sensibles a la diferencia
de potencial [4 - 6]. Mas localmente en la superficie celular, se ve afectado
por la curvatura local y los defectos asociados al empaque. Esta descripcion
es valida en suspensiones celulares diluidas. En sistemas densos, el auto-
blindaje en la poblacion celular afecta la distribucion de campo local y
reduce la distribucion de campo local (efectiva) [7]. Se necesitan
intensidades de campo mas fuertes para obtener el mismo potencial
inducido. Otro factor que afecta las diferencias de potencial inducidas es la
forma de las células y su orientacion relativa a las lineas de campo. Cuando
la diferencia de potencial transmembrana resultante AY (es decir, la suma
entre el valor en reposo de la membrana celular AWo y el valor
electroinducido A¥1) alcanza localmente 250 mV, esa parte de la membrana
se vuelve altamente permeable para pequefias moléculas cargadas y se
detecta transporte [3, 8].

Un parametro mas es que, como la membrana plasmatica debe
considerarse como un condensador, hay un tiempo de carga de la membrana
que puede afectar la magnitud del TMP cuando la duracion del pulso es
corta (submicrosegundos) o en buffers de baja conductividad.

A-2 Parametros que afectan la electropermeabilizaciéon

A-2-1 Parametros de campo eléctrico

La permeabilizacion esta controlada por la intensidad del campo. Una
intensidad de campo mayor que un valor critico (E,;) debe aplicarse a la
suspension celular. De la ecuacion (1), la permeabilizacidon se obtiene
primero para 0 cerca de 0 o de w. E, es tal que:

AY, o :f-g(/”t)-r-Ep,r )

La permeabilizacion es, por lo tanto, un proceso local en la superficie
celular. La extension de la superficie permeabilizada de una célula esférica,
Aperm, Viene dada por:

Ay =4, - : | )
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donde A es la superficie celular y E es la intensidad del campo aplicado.
El aumento de la intensidad de campo aumentara la parte de la superficie
celular que se lleva al estado electropermeabilizado.

Estas predicciones teoricas se apoyan experimentalmente directamente
en suspensiones celulares al medir la fuga de metabolitos (ATP) [9] en una
poblacion o a nivel de una sola célula mediante microscopia de
fluorescencia digitalizada [10, 11]. La parte permeabilizada de la superficie
celular es una funcion lineal del reciproco de la intensidad del campo. La
permeabilizacion, debido a alteraciones estructurales de la membrana, se
detecta en un area restringida en la superficie celular. En otras palabras, jla
célula obedece las predicciones fisicas! El area afectada por el campo
eléctrico depende también de la forma (esferoide) y de la orientacion de la
célula con las lineas del campo eléctrico [12]. Cambiar la orientacion del
campo entre los diferentes pulsos aumenta la fraccion de la superficie
celular que es permeabilizada.

Los resultados experimentales obtenidos al monitorear los cambios de
conductancia en la suspension celular [13] o mediante la observacion en el
microscopio de fluorescencia a nivel de células individuales [10, 11]
muestran que la densidad de las alteraciones locales esta fuertemente
controlada por la duracién del pulso. Un aumento del nimero de pulsos
primero conduce a un aumento del nivel de permeabilizaciéon local.

La intensidad de campo controla la geometria de la parte de la célula
que es permeabilizada. Esto es sencillo para las células esféricas (y validado
por microscopia de fluorescencia) pero mas complicado con otras formas
de células. Dentro de esta area, la densidad de defectos es uniforme y esta
bajo el control de la duracion del (de los) pulso(s).

A-2-2 Tamaio de célula

El potencial inducido depende del tamafio de la célula (Eq (1)). El
porcentaje de células electropermeabilizadas en una poblacion, donde esta
presente la heterogeneidad de tamafio, aumenta con un aumento en la
intensidad de campo. La parte relativa de la superficie celular que esta
permeabilizada es mas grande en una célula mas grande con una intensidad
de campo dada [13]. Las células grandes son sensibles a las intensidades
de campo mads bajas que las pequefas. Las células en placa de cultivo se
permeabilizan con un valor de Ep menor que cuando estan en suspension.
Ademas, las células grandes en una poblacion parecen ser mas fragiles. Se
observa una permeabilizacion irreversible de una subpoblacidon cuando se
aplican pulsos de campo bajo (pero mayores que Ep). Otra caracteristica es
que el tiempo de "carga" esta gobernado por el tamafio de la celula [14].
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A-3 Fuerzas que actian sobre la membrana

El pulso de campo eléctrico externo genera una fuerza mecanica neta
transitoria que tiende a estirar la membrana esférica [15]. Esta fuerza, que
causa deformacion, aparece debido a los estreses de Maxwell existentes en
la corteza dieléctrica esférica. La fuerza radial total actia sobre la
membrana durante el proceso transitorio y tiende a estirar al
microorganismo. Incluso puede conducir a la ruptura de la membrana, lo
que resulta en la muerte de este [16]. Como la elasticidad celular se basa
en el citoesqueleto de actina, este estiramiento afectaria la organizacion
celular interna mediante la transduccion de sefales.
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B- Investigaciones estructurales

B-1 Investigaciones de P31 RMN de la region de la cabeza
polar de los fosfolipidos

La RMN del atomo de fosforo en el grupo de cabeza de fosfatidilcolina se
vio fuertemente afectada cuando las capas multiples de lipidos se
sometieron a pulsos de campo eléctrico. Se concluye que la conformacion
del grupo de la cabeza se vio muy afectada, mientras que no se pudo detectar
influencia en la estructura y la dinamica de las cadenas de hidrocarburos
[17]. En las células CHO electropermeabilizadas, se observo un nuevo pico
anisotropico con respecto a las células de control en el analisis
espectroscopico con P 31 RMN de los componentes de fosfolipidos [18].
Una reorganizacion de la region del grupo de cabeza polar que conduce a
un debilitamiento de la capa de hidratacion puede explicar estas
observaciones. También se pensod que esto explicaba la fusogenicidad de
estas c¢lulas inducida por el campo eléctrico.

B-2 Enfoques estructurales con tecnologias avanzadas

La microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés) se ha
utilizado ampliamente para obtener imagenes de muestras bioldgicas vivas
en las células a nanoescala en ausencia de tincion o preparacion celular.
[19] La AFM, en los modos de imagen, puede sondear las modificaciones
morfologicas de las células inducidas por la EP. En el modo de
espectroscopia de fuerza, es posible seguir las propiedades nanomecanicas
de una célula y probar las modificaciones mecénicas inducidas por la EP.
Se observaron ondulaciones transitorias de la superficie de la membrana
como consecuencia de la electropermeabilizacion y se midido una
disminucion de la elasticidad de la membrana en un 40% en células CHO
vivas [20]. Un efecto interno afectd a toda la superficie celular, lo que
puede estar relacionado con la desestabilizacion del citoesqueleto.

Debido a la naturaleza no lineal y coherente de la microscopia de
generacion de segunda armoénica (SHG, por sus siglas en inglés), los
patrones de radiacion 3D de las membranas neuronales tefiidas fueron
sensibles a la distribucion espacial de los dispersores, y en particular a la
formacion de defectos en la membrana. Se observaron densidades mas altas
de dispersores (alteraciones de la membrana), que duraron <5 milisegundos,
en sectores de membrana perpendiculares al campo, mientras que se
observo menor densidad en ubicaciones parcialmente tangentes [21, 22]. Se
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detectaron mayores densidades de poros en el polo anddico en comparacion
con el polo catodico.

La dispersion anti-Stokes Raman coherente (CARS, por sus siglas en
inglés) es una espectroscopia sin etiqueta. Recientemente se utilizo para
confirmar que las proteinas se vieron afectadas durante la
electropermeabilizacion [23, 24].

Los resultados de la CARS son indicativos de una alteracion de las
moléculas de agua interfaciales, una consecuencia directa de Ia
fusogenicidad de las membranas electropermeabilizadas [25].

C-Aspectos practicos de la electropermeabilizacion

C-1 Tamizado de la electropermeabilizacion

Tras el pulso, la electropermeabilizacion permite una difusion libre de
moléculas pequeiias (hasta 4 kDa) sea cual sea su naturaleza quimica. Los
compuestos polares atraviesan facilmente la membrana. Pero la
caracteristica mas importante es que esta organizacion de membrana es
reversible, sin embargo, de larga duracion en las células. Se observa
difusion durante los segundos y minutos que siguen al pulso de
milisegundos. La mayor parte del intercambio tuvo lugar después del pulso
[10, 11]. El resellado de los defectos de la membrana y de la
permeabilizacion inducida es un proceso de varios pasos de primer orden,
que parece estar controlado por la reorganizacion de proteinas y organulos.
Pero en cuanto a otros dafios macroscéopicos de la membrana plasmatica, se
ha demostrado que la electropermeabilizacion causa que las vesiculas
internas (lisosomas) realicen exocitosis para reparar el dafio de la
membrana, un proceso mediado por calcio llamado exocitosis lisosomica.
El resellado de membrana es, por lo tanto, un proceso celular.

C-2 Intercambio transmembrana asociado

La transferencia molecular de moléculas pequefias (<4 kDa) a través del
area permeabilizada se debe principalmente al gradiente de concentracion a
través de la membrana. Las fuerzas electroforéticas durante el pulso pueden
contribuir [10]. La difusién impulsada por la concentraciéon de moléculas
polares de bajo peso después del pulso en Ila membrana
electropermeabilizada puede describirse utilizando la ecuacion de Fick [9].



Electropermeabilizaciéon celular in vitro 49

Esto da la siguiente expresion para una molécula S dada y una célula con
un radio r:

E,,

¢(S,t)=27rr2-PS~AS-X(N,T)(1— 2 )exp(—k~(N,T)-t) 4)

donde @8, t) es el flujo en el tiempo t después de los N pulsos de duracion
T (el retraso entre los pulsos es corto en comparacion con t), Ps es el
coeficiente de permeabilidad de S a través de la membrana permeabilizada
y AS es la concentracion diferencia de S a través de la membrana. X
informa sobre la densidad de defectos de conduccion en el campo afectado
en la tapa de la superficie celular. Ep depende de r (tamafio). El retraso
entre pulsos claramente esta jugando un papel en la definicion de X, pero
esto aun debe ser investigado en detalle. La caracterizacion de la
electropermeabilizacion depende claramente del transporte de S a través de
Ps y de la sensibilidad de su deteccion. Para una célula dada, el tiempo de
resellado (reciproco de k) es una funcion de la duracién del pulso, pero no
de la intensidad del campo como se verifica por videomicroscopia
digitalizada [9]. Se observa un fuerte control por parte de la temperatura.
La integridad del citoesqueleto debe preservarse [27]. El resellado de las
membranas celulares es un proceso complejo controlado por el nivel de
ATP. Las células hambrientas son fragiles. Una pregunta abierta es saber
si se trata de un autosellado u otros componentes de la célula estan
involucrados. La fusion de organulos puede estar involucrada, como en el
caso de la reparacion de la membrana que ocurre después del dafio inducido
por laser. El resellado es complejo ya que la cancelacion de la
permeabilizacion se obtiene cuando se administran pulsos bipolares con un
breve retraso entre impulsos [29,30].

C-3 Respuestas celulares

Cuando las células se someten a pulsos de campo eléctrico de corta
duracion, se observa una fuga de metabolitos del citoplasma que puede
ocasionar pérdida de la viabilidad. Esto puede ocurrir justo después del
pulso (muerte a corto plazo) o en un periodo mucho mas largo cuando las
células se han resellado (muerte a largo plazo) [27]. Las especies reactivas
de oxigeno (ROS) se generan en los loci permeabilizados, dependiendo de
los parametros del campo eléctrico [28]. Estas ROS pueden afectar la
viabilidad. Este es un inconveniente importante para la transferencia de
especies sensibles (acidos nucleicos). Agregar antioxidantes es un enfoque
seguro [31].
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Cuando una célula se permeabiliza, puede producirse un edema
osmotico, que conduce a una entrada de agua en la célula. Este aumento
del volumen celular estd controlado por la duracion del pulso y, por
supuesto, por el estrés osmotico [32].

Hay una pérdida de la asimetria de los fosfolipidos de la membrana en
los eritrocitos [33] debido al edema osmoético inducido que provoca la
hemolisis.

El estrés mecanico esta presente durante la entrega del pulso cuando hay
campos altos por la aparicion de ondas de choque [34], lo que da lugar a
una respuesta biologica [35].

Conclusion

Todas las observaciones experimentales sobre la
electropermeabilizacion celular estan en conflicto con un modelo ingenuo
en el que se propone que ella sea consecuencia de perforar agujeros en una
bicapa lipidica (ver [36], una reciente revision). Las modificaciones
bioquimicas, como la oxidacion de los lipidos, pueden estar presentes segun
lo sugerido por las ampollas de membrana formadas justo después del
suministro del pulso [37, 38]. Los cambios estructurales en la organizacion
de la membrana que fundamentan la permeabilizacion siguen estando mal
caracterizados. Aparece nueva informacion proporcionada  por
simulaciones computarizadas de grano grueso. Sin embargo, es posible
mediante una cuidadosa seleccion de los parametros de pulso, que depende
de células, introducir cualquier tipo de moléculas polares en una célula de
mamifero preservando su viabilidad. Los procesos que apoyan la
transferencia son muy diferentes para diferentes moléculas. La transferencia
estd mediada electroforéticamente durante el pulso y estd presente
principalmente después del pulso impulsado por la difusién de pequefias
moléculas cargadas (farmacos) [39, 9]. EI ARNSsi solo se transfiere por el
arrastre electroforético presente durante el pulso [40]. Los plasmidos de
ADN se acumulan en puntos en la superficie celular electropermeabilizada
durante el pulso y se transportan lentamente en el citoplasma a lo largo de
los microtubulos mediante un proceso metabolico [41, 42].

La electropermeabilizacion de la membrana celular es un proceso
complejo. Para mejorar nuestro conocimiento, hay que tener mucho
cuidado en la descripcion del protocolo experimental [43].
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APENDICE - Transporte transmembrana

Introduccion

El transporte de membrana cumple con los principios termodinamicos
basicos. Un principio general de la termodindmica que gobierna la
transferencia de sustancias a través de membranas y otras superficies es que
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el intercambio de energia libre, 4G, para el transporte de una sustancia de
concentracion C; a otro compartimento donde esta presente en C; es:

%
AG = RT logC—
1

(T, temperatura; R, constante de los gases, es decir, 8.3145 J / mol-K.)

Cuando (> es menor que Ci, 4G es negativo y el proceso es
termodinamicamente favorable. A medida que la energia se transfiere de
un compartimento a otro, se alcanzara un equilibrio donde C;, = C; (4G =
0). Sin embargo, hay circunstancias, relevantes para el funcionamiento in
vivo de las membranas biologicas, bajo las cuales no se alcanzara este
equilibrio. Puede existir un potencial eléctrico de membrana que puede
influir en la distribucion de iones. Por ejemplo, para el transporte de iones
desde el exterior al interior de una célula,

AG = RT log F2erier 1 7pAp (1)
Cexterior

Donde F es la constante de Faraday, Z es la carga del ion y 4P el potencial
transmembrana. Si 4P es negativo y Z es positivo, la contribucion del
término ZFAP a AG sera negativa, es decir, favorecera el transporte de
cationes fuera de la célula. Entonces, si se mantiene la diferencia de
potencial, el estado de equilibrio 4G = 0 no correspondera a una
concentracion equimolar de iones en ambos lados de la membrana.

Difusidn pasiva

La difusion simple y la dsmosis son de alguna manera similares. La
difusion simple es el movimiento pasivo del soluto desde una concentracion
alta a una concentraciéon mas baja hasta que la concentracion del soluto es
uniforme y alcanza el equilibrio. La 6smosis es muy similar a la difusion
simple, pero describe especificamente el movimiento del agua (no el soluto)
a través de una membrana permeable hasta que haya una concentracion
igual de soluto en ambos lados de la membrana. La difusion simple y la
o6smosis son dos formas de transporte pasivo

ac
J=-D— 2

Deriva electroforética

Cuando un campo eléctrico externo £ estd presente, tiene una accion
sobre las moléculas en el buffer. Si la molécula esta cargada (acidos
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nucleicos, iones, colorantes), en un campo eléctrico migrara al electrodo de
carga opuesta.

Considere el caso simple de una particula cargada (+ Q) que se mueve
en un campo eléctrico (£) en un medio pobremente conductor, como el
agua. Si la particula se mueve a una velocidad constante hacia el catodo
(electrodo), la fuerza neta Fi, sobre la particula es 0 (ya que F' = ma, y la
aceleracion (a) de la particula es 0 a velocidad constante). Se ejercen dos
fuerzas sobre la particula, la fuerza ejercida sobre la particula cargada por
el campo Fe, que esta en la direccion del movimiento (hacia el catodo), y la
fuerza de rozamiento sobre la particula cargada, F; que retrasa su
movimiento hacia el catodo.

Por lo tanto:

FtotZFe+Ff=0a (3)

donde F. = QF (la fuerza eléctrica) y Fy = -fv (la fuerza de rozamiento),
donde v es la velocidad de la particula, y f es una constante llamada
coeficiente de rozamiento. La Gltima ecuacion muestra que la fuerza Frque
obstaculiza el movimiento hacia el catodo es proporcional a la velocidad de
la particula (Nota: en el caso de particulas cargadas negativamente, como
los acidos nucleicos, las direcciones de las fuerzas se invierten y la direccion
del movimiento también)

El coeficiente de rozamiento depende del tamafio y la forma de la
molécula. Cuanto mayor es la molécula, mayor es el coeficiente de
rozamiento (es decir, mas resistencia al movimiento de la molécula). El
coeficiente de rozamiento para una particula esférica viene dado por

f = 6mnR 4

donde n es la viscosidad y R, (radio de Stokes) es el radio de la esfera
hidratada.
De (1)’ (2)’ y (3)’ Fe = Ff, or

QE = fv )

Por lo tanto, vwVE = Q/f = U = movilidad electroforética, o

U=2=_2 (6)
E~ 2mnRg
Los iones contrarios en la solucion (de las sales) forman una nube
alrededor de la macromolécula cargada y blindan parcialmente la particula
cargada del campo eléctrico E.
Cuando el campo se entrega a través de una membrana "porosa", el
rozamiento es critico. "Poroso" significa que estan presentes defectos
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estructurales transitorios. Las moléculas mas pequefas pueden pasar a
través de los defectos de la membrana mas facilmente que las moléculas
mas grandes, por lo que existe un mecanismo de tamizado adicional que
contribuye al transporte efectivo

Nota: la nomenclatura de electrodos puede ser confusa para algunos de
ustedes. Como se menciond anteriormente, los cationes se mueven hacia el
catodo (donde ocurre la reduccion), por lo que el catodo debe ser negativo.
Del mismo modo, el anién se mueve hacia el anodo (donde se produce la
oxidacion), por lo que el anodo debe ser positivo.

Difusion facilitada

La difusion facilitada, también llamada o6smosis mediada por
transportadores, es el movimiento de moléculas a través de la membrana
celular a través de proteinas de transporte especiales que estan incrustadas
dentro de la membrana celular. Las moléculas grandes e insolubles, como
la glucosa, las vesiculas y las proteinas requieren una molécula
transportadora para moverse a través de la membrana plasmatica. La
difusion facilitada es un proceso pasivo: los solutos se mueven por su
gradiente de concentracion y no requieren el gasto de energia celular.

Transporte activo y co-transporte

En el transporte activo, un soluto se mueve contra una concentracion o
gradiente electroquimico mediante proteinas de transporte que consumen
energia metabdlica, generalmente ATP. En el transporte activo primario, la
hidrolisis del proveedor de energia (por ejemplo, ATP) se lleva a cabo
directamente para transportar el soluto en cuestion (enzima ATPasa). En el
transporte activo secundario (co-transporte), el proveedor de energia acta
indirectamente; la energia se almacena en un gradiente electroquimico para
transportar un compuesto objetivo contra su gradiente.

El transporte activo primario estd mediado por la formacion de un
complejo sustrato-transportador; por lo tanto, cada proteina de transporte
tiene una constante de afinidad por un soluto. En el caso de una enzima
esto es equivalente a la constante de Michaelis-Menten.

— ]maxs
J=%+s (7

Algunas caracteristicas importantes del transporte activo, ademas de su
capacidad de intervenir incluso contra un gradiente, su cinética y el uso de
ATP, son su alta selectividad.
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Bombas

Una bomba es una proteina que hidroliza el ATP para transportar un soluto
particular a través de una membrana y, al hacerlo, genera un potencial de
membrana con gradiente electroquimico. Este gradiente es de interés como
indicador del estado de la célula a través de parametros como el potencial
de Nernst

RT , [ion afuerade la célula]

E =

(®)

Con el bombeo activo, la ecuacion de Goldman da el potencial de reposo

zF  [ion adentro de la célula]

N M
RT Ei Plef[M;—]afuera-{—zf PA]T [Aj ]adentro
Em =7l o5 ¥ M 7 N
2Y Pagt M7 aemero 2y a3 (45

adentro ]afuera

E, es el potencial transmembrana Pion es la permeabilidad para ese ion,
[ion]anera €8 la concentracion extracelular de ese ion, [i0n]agenro €S la
concentracion intracelular de ese ion.

Transporte por vesiculas

Las vesiculas especializadas median el transporte mediante interacciones
complejas con la membrana. Su carga intravesicular se entrega al otro lado
de la membrana. Esto se llama transcitosis (endo y exocitosis). El proceso
es activo, lo que significa que requiere energia y la accion de la maquinaria
celular.

Lecturas y videos sugeridos

e  https://www.khanacademy.org/test-prep/mcat/cells/transport-across-a-cell-
membrane/a/passive-transport-and-active-transport-across-a-cell-membrane-article

e  http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/vesiclebudding.html

e  http://www.like2do.com/learn?s=Membrane vesicle_trafficking

e  Popescu I. Aurel, Biophysics. Current Status and Future Trends, Publishing House of
the Romanian Academy, 2016
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Capitulo 4

Electrotransferencia de acidos nucleicos in vitro

Marie-Pierre Rols

Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale, Toulouse, Francia

Resumen: Las membranas celulares pueden permeabilizarse transitoriamente
mediante la aplicacion de pulsos eléctricos. Este proceso, llamado
electropermeabilizacion o electroporacion, permite que las moléculas hidrofilicas,
tales como farmacos contra el cancer y acidos nucleicos, ingresen a las células y
tejidos especificos. El conocimiento de los procesos involucrados en la
permeabilizacion de la membrana y en la transferencia de genes es obligatorio para
que este método prometedor se use de manera eficiente y segura. Por lo tanto, se
debe abordar el comportamiento de las membranas y las células mientras el campo
eléctrico estd presente y después de su aplicacion. La descripcion de los
mecanismos completos se beneficia de los estudios realizados en diferentes
modelos bioldgicos (vesiculas lipidicas, células en cultivo 2D y 3D) y de diferentes
herramientas de microscopia que permiten visualizar los procesos. Los
experimentos de imagenes de células individuales revelaron que la absorcion de
moléculas (farmacos antitumorales, acidos nucleicos) tiene lugar en regiones de
membrana bien definidas y depende de sus propiedades quimicas y fisicas (tamafo,
carga). Las moléculas pequefias pueden atravesar libremente la membrana
electropermeabilizada y tener acceso libre al citoplasma. Las moléculas mas
pesadas, tales como ADN plasmidico, enfrentan barreras fisicas (membrana
plasmatica, acumulacion en el citoplasma, envoltura nuclear) que generan un
mecanismo complejo de transferencia. La electrotransferencia génica ciertamente
implica diferentes pasos, que ocurren en escalas de tiempo relativamente grandes.
Como se presentara, estos pasos incluyen la interaccion inicial con la membrana
electropermeabilizada, el cruce de la membrana, el transporte dentro de la célula
hacia los nucleos y finalmente la expresion génica.
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Introduccion

La terapia génica es una opcion de tratamiento para una serie de
enfermedades como son los trastornos hereditarios y el cancer. A pesar del
hecho de que se han desarrollado muchos métodos de vectorizacion durante
las ultimas décadas, la técnica ain debe mejorarse para que sea eficiente y
segura (1). Entre los diferentes enfoques, la electroporacion aparece como
la mas prometedora. Este método fisico se puede usar de manera eficiente
para la entrega dirigida de moléculas en una amplia gama de células y
tejidos (2). La electroporacion es hoy en dia una técnica bien conocida de
transfeccion celular utilizada en los laboratorios. La terapia génica para
vacunacion y en oncologia son los principales campos de aplicacion de la
electrotransferencia de ADN en la clinica (3, 4). La traslacion de los
estudios preclinicos a ensayos clinicos comenzo hace 10 anos. El primer
ensayo clinico de electroporacion de plasmidos realizado en pacientes con
melanoma metastasico ha mostrado resultados esperanzadores (5). El
método también se ha utilizado con éxito para el tratamiento de animales de
compaifiia. Sin embargo, a pesar de que el trabajo pionero sobre el
electrotransferencia de ADN plasmidico en células se inicié hace mas de 30
afios (6), muchos de los mecanismos subyacentes a la
electropermeabilizacion de la membrana y el electrotransferencia de ADN
atn no se han dilucidado. Incluso si la electrotransferencia in vitro es
eficiente en casi todas las lineas celulares, la administracion y expresion de
genes in vivo en tumores puede no ser tan eficiente como en la vectorizacion
viral. Por lo tanto, es obligatorio, para aumentar la transferencia y expresion
génica mientras se preserva la seguridad, aumentar el conocimiento sobre
los mecanismos subyacentes. Este capitulo tiene como objetivo describir
los aspectos basicos de la electropermeabilizacion de la membrana y la
tranferencia de genes a las células y, al hacerlo, dar algunos consejos para
realizar experimentos y optimizar los protocolos.

Electropermeabizacion de la membrana

Las bases

Las células tienen un potencial transmembrana en reposo que es uniforme
en toda su membrana plasmatica. La exposicion de las células vivas a
pulsos eléctricos cortos e intensos induce cambios, dependientes de la
localizacion, de este potencial transmembrana. Al depender del angulo
formado entre la direccion del campo eléctrico y la normal a la membrana,
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los efectos del campo eléctrico no son uniformes a lo largo de la membrana.
Los efectos maximos estan presentes en los polos de las células frente a los
electrodos cuando el potencial transmembrana resultante alcanza un valor
umbral. Por encima de este umbral, se produce la permeabilizacion de la
membrana celular. La electropermeabilizacion de la membrana plasmatica
es un requisito previo para la electrotransferencia génica, ya que los acidos
nucleicos estan altamente cargados y son moléculas grandes que no pueden
ingresar a las células.

La forma de realizar un experimento

La electropermeabilizacion se puede realizar de diferentes maneras
dependiendo de la forma en que se cultivan las células. Para las células
cultivadas en placa de Petri, el medio de cultivo se puede eliminar y
reemplazar por un bifer isoosmético de bajo contenido i6nico. Este bufer
para administrar los pulsos permite limitar el efecto Joule y, por lo tanto,
ayuda a preservar la viabilidad celular. La composicion de este medio es
generalmente un bufer fosfato 10 mM, sacarosa 250 mM y MgCl, 1 mM.
Desde un punto de vista practico, el fondo de la placa de Petri puede servir
como una camara de electropulsacion. Para las células en suspension, las
células resuspendidas en el bufer para electropulsacion, se colocan en
cubetas compradas o en camaras "caseras" que se pueden obtener
facilmente colocando los electrodos en el fondo de la placa de Petri (ver
Figura 1). Los pulsos eléctricos se entregan a través de un conjunto de
electrodos conectados al generador de pulsos. En la mayoria de los
experimentos, se utilizan generadores de pulsos eléctricos de onda
cuadrada. A diferencia de los generadores de caida exponencial, estos
permiten el control independiente de la amplitud de los pulsos de campo
eléctrico E y su duracion T. Esto es importante para las células de
mamiferos que no tienen pared celular y, por lo tanto, se ven mas afectadas
por los pulsos eléctricos que las bacterias y las levaduras. Los parametros
del pulso eléctrico deben seleccionarse teniendo en cuenta las
caracteristicas de las células, en particular su tamafio. Un paso clave para
garantizar aun mas la electrotransferencia y expresion de ADN es
determinar las mejores condiciones eléctricas que permitan tanto la
permeabilizacion de la membrana plasmatica como la preservacion de la
viabilidad celular.
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Fig. 1 Consejos para sus experimentos. Las células se pulsan en placa de Petri o
en cubetas. Las células permeabilizadas y viables se trazan en un grafico para
definir las condiciones Optimas ((1) E <Ep o justo por encima, mala
permeabilizacion; (2) E >> Ep, pérdida de viabilidad; (3) mejores valores).

El uso de la video microscopia permite la visualizacion del fendmeno de
permeabilizacion a nivel de células individuales. Los indicadores
fluorescentes de permeabilizacion de la membrana, como el yoduro de
propidio (PI), son muy convenientes para detectar la electrotransferencia de
moléculas al citoplasma. Simplemente se puede agregar a las células antes
de la aplicacion de los pulsos eléctricos. La absorcion del tinte fluorescente
en las células es la indicacion de la electropermeabilizacion de la
membrana. Cualquiera que sea el valor de la duracion de los pulsos T, la
permeabilizacion solo aparece por encima de un valor umbral de intensidad
de pulso E, llamado Ep. Por lo tanto, el primer experimento que se realiza
consiste en someter las células a valores crecientes de E y determinar la
eficiencia de la permeabilizacion (es decir, el porcentaje de células que han
sido electropermeabilizadas, células cuyos nucleos se vuelven
fluorescentes). Para E <Ep, que en el ejemplo de la Figura 1 es igual a
0,3 kV/em, no se produce permeabilizacion. Por encima de E, el aumento
de E conduce a la permeabilizacion progresiva de toda la poblacion celular,
que se obtiene a 0,8 kV/cm. Entonces, el siguiente paso es la determinacion
de la viabilidad celular. Para valores de campo superiores a 0,9 kV/cm, la
viabilidad se ve afectada. Una vez obtenido, este tipo de resultados permite
definir facilmente las mejores condiciones para la permeabilizacion de la
membrana y también para la electrotransferencia génica. En el ejemplo que
se muestra en la Figura 1, los valores del campo eléctrico que se pueden
usar varian de 0,6 a 1,0 kV/cm.

Cinética de la permeabilizaciéon de la membrana
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La electropermeabilizacion de las células es un proceso rapido que se
puede detectar inmediatamente después de la aplicacion de pulsos
eléctricos. Por lo general, el transporte a través de la membrana no es
homogéneo en toda la membrana celular. Ocurre en los lados de las células
que miran a los electrodos, de forma asimétrica, es mas pronunciado del
lado de la célula que mira hacia el anodo que hacia el catodo (Figura 2), es
decir, mas en el area hiperpolarizada que en el area despolarizada, lo que
esta de acuerdo con las consideraciones teoricas y experimentales como se
explica en otros capitulos. La electropermeabilizacion se puede describir
como un proceso de 3 pasos con respecto al campo eléctrico: (i) antes de la
electropulsacion, la membrana plasmatica actia como una barrera fisica que
impide el intercambio libre de moléculas hidrofilicas entre el citoplasma
celular y el medio externo; (ii) durante la electropulsacion, cuando los
parametros de los pulsos se han definido correctamente, E> Ep, la
formacion de estructuras transitorias permeables frente a los electrodos
permite el intercambio de moléculas; se observa que el yoduro de propidio
accede rapidamente al interior de la célula en la region que esta frente a los
electrodos, principalmente en el sitio que mira al anodo; (iii) después de la
electropulsacion, la membrana puede permanecer permeable antes de que
ocurra el resellado (7). La duracién de la permeabilizacion se puede
analizar agregando los colorantes fluorescentes en varios momentos
después de los pulsos. Si la membrana celular atin es permeable, entonces
la célula se tornard fluorescente. El resellado varia desde unos pocos
segundos (cuando las células se colocan a 37 ° C justo después de la
pulsacion) hasta varias horas (cuando las células se mantienen en hielo)
segun las condiciones experimentales (parametros de temperatura y pulso).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que la viabilidad puede verse afectada
ya que se producira la liberacion de ATP. Por lo tanto, es mejor evitar
mantener las células a baja temperatura después del suministro de pulso.

Cualesquiera que sean las moléculas utilizadas para detectar la
permeabilizacion (si son lo suficientemente pequefias y cargadas), se
observa una transferencia directa al citoplasma celular. Cuando se agregan
después de la electropulsacion, las moléculas aun pueden penetrar en las
células, pero de manera menos eficiente porque el campo eléctrico actia
tanto en la permeabilizacion de la membrana como en la migracion
electroforética de las moléculas cargadas desde el exterior hacia el
citoplasma. El mecanismo de electrotransferencia involucrado es de hecho
especifico para las propiedades fisicoquimicas de la molécula (8).

El progreso en el conocimiento de los mecanismos involucrados, en
particular en el esclarecimiento de las estructuras de membranas
responsables de la transferencia de moléculas, sigue siendo un desafio
biofisico. Se ha propuesto que se crean poros hidrofilicos, y se ha
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confirmado a través del modelado mediante dindmica molecular. Pero su
existencia en células permeabilizadas atin no se ha demostrado. Se ha
observado que la mezcla de fosfolipidos y los cambios en la movilidad
lateral de las proteinas sugieren que parte de la superficie de la membrana
esta ocupada por defectos o poros y que estas estructuras se propagan
rapidamente sobre la superficie celular (9). También se puede aprovechar
la microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés) para
visualizar directamente las consecuencias de la electropermeabilizacion y
medir localmente la elasticidad de la membrana. Los resultados obtenidos
tanto en células CHO fijas como vivas dan evidencia de un efecto interno
que afecta a toda la superficie celular que puede estar relacionado con la
desestabilizacion del citoesqueleto. Por lo tanto, la AFM aparece como una
herramienta util para investigar el proceso basico de electroporacion en
células vivas en ausencia de cualquier tincion (10, 11).
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Figura 2: Mecanismos de electrotransferencia de moléculas. 1zquierda: durante
la aplicacion de impulsos eléctricos: la membrana plasmatica se
electropermeabiliza frente a los 2 electrodos (captacion de PI). Se forman
agregados de ADN. Esta interaccion tiene lugar solo en la membrana que mira al
catodo. Derecha: Aproximadamente 2 h después de la aplicacion de impulsos
eléctricos, las moléculas de ADN estdn presentes alrededor del nicleo. Finalmente,
la expresion de eGFP se detecta durante horas. La flecha indica la direccion del
campo eléctrico.

El hecho de que toda la superficie celular se vea afectada no es tan obvio
ya que la permeabilizacion solo se induce en regiones especificas de las
células. Por lo tanto, incluso si los mecanismos completos de
electropermeabilizacion de la membrana (o electroporacion) no se
entienden completamente, y la existencia de las estructuras exactas



Electrotransferencia de acidos nucleicos in vitro 65

responsables de la absorcion de moléculas aun es un debate, este método
fisico de vectorizacion se ha convertido en uno de los mas eficientes para la
transfeccion de genes.

Mecanismos de electrotransferencia de moléculas de ADN a
las células

Lo que se sabe sobre el proceso

El primer experimento de transferencia génica mediado por
electroporacion se publico hace mas de 30 afios (6). La traslacion a la
clinica se benefici6 de un mayor conocimiento de los mecanismos
involucrados en la electrotransferencia de acidos nucleicos de las tltimas 3
décadas. En cuanto a la electropermeabilizacion, los estudios unicelulares
ayudaron a describir el proceso de electrotransferencia de ADN.

Ademas de la permeabilizacion de la membrana, la electrotransferencia
de ADN depende de la electroforesis de ADN. El oligonucledtido debe estar
presente durante el pulso para luego ser transferido al citoplasma. La
movilidad electroforética del ADNp no depende de su nimero de pares de
bases. Se pueden utilizar pulsos cortos con alta intensidad de campo, pero
son menos efectivos que los pulsos largos con menor intensidad de campo.
Por lo tanto, los parametros de los pulsos deben determinarse para hacer
que la membrana sea permeable (E> Ep) mientras se preserva la mayor
viabilidad celular posible (por encima del 30-50%). Los genes reporteros
son utiles para optimizar el protocolo. En cuanto a la
electropermeabilizacion, se pueden utilizar microscopia unicelular y
plasmidos fluorescentes para visualizar y determinar los diferentes pasos de
la electrotransfeccion. Los plasmidos pueden marcarse con colorantes
fluorescentes para permitir la visualizacion de su electrotransferencia. Las
moléculas de ADN, que estan cargadas negativamente, migran
electroforéticamente cuando se someten al campo eléctrico. Bajo campos
eléctricos que son demasiado pequefios para permeabilizar la membrana (E
<Ep), el ADN simplemente fluye alrededor de la membrana en direccion al
anodo. Mas allé del valor de campo critico, por encima del cual se produce
la permeabilizacion celular (E> Ep), el ADN interactia con la membrana
plasmatica.

Interaccion ADN / membrana
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La interaccion solo ocurre en el polo de la célula opuesta al catodo y esto
demuestra la importancia de las fuerzas electroforéticas en la fase inicial de
la interaccion ADN / membrana. Cuando se produce la interaccion ADN-
membrana, se observa la formacion de "microdominios" cuyas dimensiones
se encuentran entre 0.1 y 0.5 um (Figura 2). También se ven grupos o
agregados de ADN que crecen durante la aplicacion del campo. Sin
embargo, una vez que se corta el campo, el crecimiento de estos grupos se
detiene. La electrotransferencia de ADN puede describirse como un
proceso de varios pasos: el ADN cargado negativamente migra
electroforéticamente hacia la membrana plasmatica en el lado del catodo
donde se acumula. Esta interaccidn, que se observa durante varios minutos,
dura mucho mas que la duracion del pulso del campo eléctrico. La
translocacion del plasmido desde la membrana plasmatica al citoplasma y
su posterior paso hacia la envoltura nuclear tiene lugar con una cinética que
varia de minutos a horas.

Dinamica del proceso

La interaccion ADN / membrana y, como consecuencia directa, la expresion
génica, dependen de la polaridad del pulso eléctrico, la frecuencia de
repeticion y la duracion. Ambos se ven afectados al invertir la polaridad y
al aumentar la frecuencia de repeticion o la duracion de los pulsos. Estas
observaciones revelaron la existencia de 2 clases de interaccion de ADN /
membrana: (i) un complejo de ADN / membrana metaestable del cual el
ADN puede salir y regresar al medio externo y (ii) un complejo estable de
ADN / membrana, donde el ADN no puede eliminarse, incluso aplicando
pulsos eléctricos de polaridad invertida. Solo el ADN perteneciente a la
segunda clase conduce a una expresion génica efectiva (12). La dinamica
de la formacion de membranas / complejos se ha entendido mal porque las
observaciones directas se han limitado a escalas de tiempo que exceden el
lapso de varios segundos. Sin embargo, la medicion experimental del
transporte de ADN plasmidico y de yoduro de propidio con una resolucion
temporal de 2 ms se ha realizado gracias a una camara sensible y de alta
velocidad y ha permitido la visualizacion del proceso de interaccion ADN /
membrana durante la aplicacion del pulso (13). Los complejos de
plasmidos, o agregados, comienzan a formarse en sitios distintos en la
membrana celular durante el primer pulso. El aumento de la cantidad de
pulsos no conduce a la creacion de nuevos sitios, sino al aumento en la
cantidad de ADN. La formacion de complejos de plasmidos en sitios fijos
sugirio que los dominios de membrana pueden ser responsables de la
captacion de ADN y de su falta de movilidad (como se observa directamente
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bajo el microscopio o cuantificado por las mediciones de Fluorescencia de
retorno después del blanqueamiento fotografico (FRAP)) podria deberse a
su interaccion con el citoesqueleto de actina. Como se describird mas
adelante en este capitulo, varias publicaciones informaron evidencia de la
participacion del citoesqueleto (14, 15). La dinamica de todo el proceso se
reporta en la Tabla 1. Si la administracion del pulso se produce en una escala
de tiempo relativamente corta (us a ms), el trafico posterior de ADN
plasmidico se produce durante los minutos y horas posteriores a la
administracion del pulso.

Tabla 1. Cinética de los diferentes pasos involucrados en la entrega de genes.

Escala de Pasos involucrados en la trasferencia electromediada de Referencias

tiempo ADN

us La membrana plasmatica que esta frente a los 7
electrodos es permeabilizada

ms Migracion electroforética del ADN hacia la membrana (7, 13)

S Formacion del complejo ADN/membrane (12)

min Conversion de la forma metastable del complejo (13)
ADN/membrane a la forma estable

hora Translocacion/difusion del AND a través de la (14, 15)
membrana

dia Transporte del ADN hacia el nicleo a través del (16)

citoesqueleto
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Transferencia del ADN a través del citoplasma

El proceso de transferencia de los plasmidos a través del citoplasma
celular hacia la envoltura nuclear es un proceso complejo (17).
Teoéricamente, los micro agregados de ADN o las vesiculas llenas de ADN
podrian ser demasiado grandes para pasar a través de los poros formados
por la electroporacion. Sin embargo, las moléculas de ADN individuales,
si bien pueden pasar a través de los electroporos, tienen una movilidad
limitada dentro de la célula y pueden degradarse totalmente antes de llegar
al nucleo. Es posible y vale la pena investigar la posibilidad de que el
citoesqueleto de actina reaccione a la presencia de agregados de ADN y
juegue un papel importante en el transporte intracelular posterior. Parece
razonable que solo los agregados mas alla de cierto tamafio (unos pocos
cientos de nandémetros) puedan inducir una respuesta celular bioldgica y
puedan ser transportados por la célula. Ademas, el hecho de que el ADN
esté en forma agregada significa que el ADN en el centro esta relativamente
protegido de la degradacion. Por lo tanto, para su uso en terapia génica, es
optimo que el ADN ingrese a la célula como moléculas individuales. Sin
embargo, como el transporte posterior hacia el nicleo es mediado por
efectos biologicos (posiblemente induciendo wuna respuesta del
citoesqueleto de actina) y fisicos (disminucién de la degradacion
enzimatica), resulta optimo si el ADN esta en una forma micro agregada.

Incluso si se comprende la primera etapa de la electrotransfeccion
génica, es decir, la migraciéon del ADN plasmidico hacia la membrana
plasmatica electropermeabilizada y su interaccion con ella, las pautas para
mejorar la electrotransferencia génica no solo resultan de la forma en que
se seleccionaron los pardmetros de los pulsos. La expresion del ADNp esta
controlada por la viabilidad de la poblacion pulsada y la expresion exitosa
del plasmido depende de su migracion posterior en la célula. Por lo tanto,
las propiedades de difusion intracelular del ADN plasmidico, asi como su
inestabilidad metabodlica y translocacion nuclear, representan factores
limitantes que deben tenerse en cuenta. El citoplasma esta compuesto por
una red de sistemas de microfilamentos y microtubulos, junto con una
variedad de orgénulos subcelulares presentes en el citosol. La estructura en
forma de malla del citoesqueleto, la presencia de organulos y la alta
concentracion de proteinas provoca una acumulaciéon sustancial de
moléculas en el citoplasma, lo que dificulta la difusion del ADN plasmidico.
Estos resultados aparentemente contradictorios podrian conciliarse con la
posibilidad de un desmontaje de la red del citoesqueleto que puede ocurrir
durante la electropermeabilizacion, y es compatible con la idea de que el
citoplasma constituye una importante barrera de difusion para la
transferencia de genes. En las condiciones inducidas durante la



Electrotransferencia de acidos nucleicos in vitro 69

electropermeabilizacion, el tiempo que tarda un ADN plasmidico en
alcanzar los nucleos es significativamente mayor que el tiempo necesario
para una molécula pequena (horas en comparacion con minutos). Por lo
tanto, el ADN plasmidico presente en el citosol después de ser
electrotransferido puede perderse antes de llegar al nticleo, por ejemplo,
debido a la division celular. Finalmente, después del citoesqueleto, la
envoltura nuclear representard el ultimo, pero no menos importante
obstaculo para la expresion del ADN plasmidico.

Pasaje a través de la envoltura nuclear y expresion génica

ADN plasmidico & dineina ﬁ miosina VI
ON®)
O O Q O O _ I kinesina /\ miosina V
O O o0 . ae» Proteinas adaptadoras
OO TE -~~~ trayectorias
2 i + «» proteina expresada

Figura 3: Representacion esquemdtica del mecanismo de electrotransferencia de
ADN. Durante los pulsos eléctricos, (1) la membrana plasmatica se permeabiliza,
(2) el ADN es empujado electroforéticamente sobre la membrana celular, lo que da
como resultado (3) interacciones ADN-membrana. Después de volverse a sellar la
membrana, (4) el ADN se internaliza por endocitosis y otros métodos donde la
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actina puede la forma de rafagas de polimerizacion. (5) Mientras se transportan
activamente en el citoplasma por las redes de actina y tubulina, los agregados de
ADN pasan a través de los compartimentos endosomicos. EI ADN libre interactiia
con la proteina adaptadora para ser transportado por las proteinas motoras. Para
que se produzca la expresion génica, (6) el ADN tiene que escapar de los
compartimentos endosémicos. Una vez en la region perinuclear, (7) el ADN cruza
la envoltura nuclear para ser expresado y (8) produce las proteinas que luego son
liberadas.

Un transporte alto no siempre resulta en un alto nivel de expresion. El
tamafio relativamente grande del ADN plasmidico hace que sea poco
probable que la entrada al nucleo ocurra por difusion pasiva. Los
experimentos de rastreo de particulas individuales de agregados de ADN en
células vivas mostraron cémo se transporta el ADN electrotransferido en el
citoplasma hacia el niicleo. Se han analizado los modos de movimiento de
los agregados de ADN en las células CHO. El transporte activo rapido de
los agregados de ADN ocurre por distancias largas. Los experimentos de
seguimiento en células tratadas con diferentes farmacos que afectan tanto a
la red de actina como a la de tubulina demuestran claramente que el
transporte esta relacionado con la red de microtubulos celulares (Figura 3,

(16)).

Transporte activo de agregados de ADN

Varios estudios apuntan hacia la contribucion de la endocitosis en la
electrotransferencia de ADN, pero se deben realizar mas investigaciones
para comprender qué tipo/s, de endocitosis estaria involucrado. Es necesario
comprender también como los campos eléctricos podrian estimular tales
procesos. También debe destacarse que cualquier modelo de endocitosis
solo explicaria la internalizacion de moléculas grandes, puesto que esta que
no ayuda en el cruce libre de la membrana de moléculas pequefias. Por lo
tanto, debe considerarse que ocurre en paralelo con otro modelo valido para
el intercambio transmembrana de moléculas pequefias. Un modelo que
podria conciliar todos los modelos de internalizacion del ADN seria que el
mismo se acumula donde se forman los poros y que su insercion
electroforéticamente impulsada en la membrana estira el poro y la
membrana plasmatica circundante. Esto generaria una curvatura de la
membrana que podria reconocerse como una vesicula endocitica emergente
e induciria una respuesta similar de la célula que para un proceso endocitico,
con el reclutamiento de actina, clatrina, caveolina, dinamina y otros
reguladores endociticos (18, 19).

Las trayectorias del ADN electrotransferido poseen etapas de transporte
activo interrumpido por fases de casi inmovilidad (15). Durante las fases
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de transporte activo, los agregados de ADN presentaron un movimiento en
promedio que tenia una velocidad de 250 nm/s, persistio durante 6s y
condujo a un desplazamiento de 1.3 um. Sin embargo, las distribuciones
fueron bastante amplias con velocidades de 50nm/s a 3400 nm/s,
desplazamientos de 0.1 um a 12 um y duraciones de transporte activo de 2
s a 30 s. Estos rangos concuerdan con otros tipos de dindmica de particulas
intracelulares como se observa para virus, polyplexos, lipoplexos,
receptores, endosomas y mitocondrias. Se demostrd que las velocidades
mas bajas corresponden al transporte asociado a actina. De hecho, después
de la interrupcion de los microtibulos usando el farmaco nocodazol, el
transporte activo del ADN atin se produjo y las velocidades medidas estaban
en el rango esperado para los motores de miosina que funcionan con actina,
entre 50 nm/s y 300 nm/s para la miosina VI y entre 250 nm/s y 500 nm/s
para miosina V. Ademas del transporte impulsado por motor de miosina, el
movimiento relacionado con la actina también podria deberse a rafagas de
polimerizacion de actina que, seglin se informa, conducen virus, bacterias o
endosomas desde la membrana plasmatica al citosol con velocidades
medias que varian de 50 a 600 nm/s.

Nuevos desafios para aumentar la expresion génica

Como se menciond anteriormente, el entramado denso del citoesqueleto
impide la difusion libre de ADN en el medio intracelular. E1 ADN
plasmidico electrotransferido, que contiene secuencias especificas, podria
usar la red de microtibulos y sus proteinas motoras asociadas para moverse
a través del citoplasma hasta el nucleo (20). Por lo tanto, claros limitantes
de la expresion eficiente de genes utilizando pulsos eléctricos son, ademas
del paso de moléculas de ADN a través de la membrana plasmatica, la
acumulacioén citoplasmatica y la transferencia a través de la envoltura
nuclear. Uno de los desafios clave para la terapia génica electromediada es
determinar los pasos que limitan la velocidad en este proceso complejo y
encontrar estrategias para superar estos obstaculos. Una de las posibles
estrategias para mejorar la captacion de ADN en las células es usar pulsos
cortos (10-300 ns) pero de alto voltaje (hasta 300 kV/cm) que afectan
principalmente las estructuras y funciones intracelulares. A medida que
disminuye la duracion del pulso, por debajo de la constante de tiempo de
carga de la membrana plasmatica, los efectos de la membrana plasmatica
disminuyen y predominan los efectos intracelulares. Una idea para mejorar
el éxito de la transfeccion, es realizar una permeabilizacion de membrana
clasica que permita la electrotransferencia de ADN plasmidico al
citoplasma celular, y luego, cuando el ADN haya alcanzado la envoltura
nuclear, permeabilizar especificamente el niicleo usando nanopulsos cortos
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e intensos. Por lo tanto, cuando se wusaron junto con la
electropermeabilizacion cldsica, los nanopulsos dieron la esperanza de
aumentar la expresion génica (21). Sin embargo, este trabajo atin no se ha
replicado. Otra idea es combinar pulsos eléctricos y ultrasonido asistidos
con microburbujas de gas. Aunque la electroporacion indujo la formacion
de agregados de ADN en la membrana celular, la sonoporacion indujo su
propulsion directa al citoplasma. Veinticuatro horas después, las células que
recibieron electrosonoporacion demostraron un aumento de cuatro veces en
el nivel de transfeccién y un aumento de seis veces en la eficiencia de
transfeccion en comparacion con las células que se sometieron a
electroporacion sola (22). Por lo tanto, la sonoporacion puede mejorar la
transferencia de agregados de ADN electroinducidos al permitir su entrada
libre y répida en las células (23).

Vesiculas lipidicas y esferoides como modelos alternativos
para estudiar la electrotransferencia génicar

Volviendo a un punto de vista mecanicista y debido a la complejidad de la
composicion de la membrana plasmatica, otras herramientas
experimentales pueden ser utiles para caracterizar los dominios de
membrana observados durante la electrotransferencia génica. Para ese
proposito, las vesiculas unilamelares gigantes (GUV, por sus siglas en
inglés) representan una forma conveniente de estudiar las propiedades de la
membrana como la composicion de la bicapa lipidica y la tension de la
membrana (24). Ofrecen la posibilidad de estudiar y visualizar procesos de
membrana debido al tamafio de sus células en ausencia de cualquier
restriccion debido al citoesqueleto celular. Se pueden obtener por métodos
simples como la electroformacion y su composicion puede ser muy simple
(un tipo de fosfolipidos) o mas compleja (varios lipidos, incluido el
colesterol). Los experimentos mostraron una disminucién en el radio de la
vesicula que se observo debido a la pérdida de lipidos durante el proceso de
permeabilizacion. Se observaron directamente tres mecanismos
responsables de la pérdida de lipidos: formacion de poros, formacion de
vesiculas y formacion de tubulos, que pueden estar involucrados en la
absorcion de moléculas. Sin embargo, no se pudo observar interaccion
entre el ADN plasmidico y la membrana GUV; durante la aplicacion de los
pulsos eléctricos tuvo lugar una transferencia directa de ADN a las GUV
(25). Esto proporciona una evidencia clara de que las GUVs no siempre se
comportan como la célula y un tejido no es un simple ensamblaje de células
individuales. Por lo tanto, es necesario desarrollar y utilizar diferentes
modelos, desde vesiculas lipidicas simples hasta esferoides tumorales
multicelulares tumorales mas cercanos a la situacion in vivo, para
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comprender la permeabilizacion de la membrana y el proceso de
electrotransferencia de ADN en los tejidos. Cada uno de estos modelos
tiene ventajas y desventajas. Juntos combinados pueden ayudar en el
estudio del proceso completo (tabla 2).

Tabla 2. Qué modelos se pueden utilizar para abordar los diferentes procesos de
electropermeabilizacion y electrotransferencia de genes.

Modelo Permeabilizacion de la membrana Electrotransferencia de
ADN
GUV Visualizacion directa de la Falla al abordar la

permeabilizacion de la membrana interaccion ADN /
y sus consecuencias (deformacién, membrana (el ADN se

f 1 ;o transfiere directamente
pérdida de lipidos) dentro de la vesicula)

Cultivo celular 2D Cinética de permeabilizacion y sus Visualizacion de la
consecuencias (movilidad lateral y formacion de complejos de

transversal de lipidos y proteinas) ADN/membrana y acceso al
trafico de ADN en las células

Cultivo celular 3D Difusion y transferencia de Permite abordar la
moléculas que imitan situaciones transferencia de ADN en 3D

complejas in vivo (contactos entre € imita lo que sucede in VIVO
células. uniones. matriz (disminucioén de la expresion
ox tracejlular) ’ génica desde la periferia al

centro)

A pesar de que la gran mayoria de los estudios que tratan la transferencia
de moléculas por campos eléctricos se han realizado en cultivos celulares
2D en placa de Petri o en células cultivadas en suspension, los esferoides
multicelulares 3D representan un modelo in vitro atractivo, relevante,
barato y facil de manejar. Al crecer, los esferoides muestran un gradiente
de células en proliferacion. Estas células proliferantes se encuentran en las
capas celulares externas y las células inactivas se ubican mas centralmente.
Esta heterogeneidad celular es similar a la encontrada en micro regiones
avasculares de tumores (26). La microscopia confocal permitio visualizar
la distribucion de células permeabilizadas en esferoides sometidos a pulsos
eléctricos. Los resultados revelaron que las células se permeabilizaron
eficientemente, cualquiera que sea su localizacion en el esferoide, incluso
aquellas en el centro del mismo, imitando situaciones in vivo observadas
previamente. Se observd que la captacion de yoduro de propidio estaba
presente, pero era espacialmente heterogénea dentro del esferoide
multicelular 3D después de la electroporacion, con una disminucion
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progresiva de las células periféricas a las centrales. En el caso de moléculas
grandes como el ADN plasmidico, los esferoides permitieron mostrar que
la electroforesis, y no la deformacion de los tejidos o la electroosmosis, es
la fuerza impulsora del transporte intersticial. Ademas, y en el lado opuesto
de las células en cultivos 2D, solo las células en un lado de la parte externa
expresaron el gen reportero (27). Esta baja expresion concuerda con los
experimentos in vivo en tumores. Los contactos cercanos entre las células
y la matriz extracelular pueden actuar como barrera fisica que limita /
previene la distribucion del ADN (uniformemente) y explica la ausencia de
expresion génica en la region interna del esferoide. El acceso limitado del
ADN plasmidico a la region central del esferoide sigue siendo una barrera
importante para la entrega eficiente de genes en los tejidos. Tomados en
conjunto, estos resultados, de acuerdo con los obtenidos por el grupo de R.
Heller (28), indican que el modelo esferoidal es mas relevante para una
situacion in vivo que las células cultivadas como monocapas y, por lo tanto,
pueden ser utiles para abordar los mecanismos de electrotransferencia de
ADN. Para evaluar los efectos de la composicion y organizacion de la
matriz extracelular, asi como las uniones intercelulares y la comunicacion,
se puede utilizar otro modelo de tejido conectivo humano reconstruido en
3D. Las laminas celulares, reconstruidas in vitro mediante un enfoque de
ingenieria de tejidos, presentan multiples capas de fibroblastos dérmicos
primarios incrustados en una matriz extracelular (ECM) nativa rica en
colageno y pueden ser una herramienta 1til para estudiar los mecanismos
de electrotransferencia de ADN de la piel. Las células dentro de este tejido
3D estandarizado pueden electropermeabilizarse eficientemente mediante
pulsos eléctricos de milisegundos de duracion (29, 30). Ademas, dicho
modelo dérmico con disefio de tejidos posee las propiedades mecénicas del
tejido dérmico humano, a diferencia de los modelos de monocapa y
esferoides de uso clasico (31). Una mejor comprension de la
electrotransferencia génica en un modelo de tejido de este tipo ayudaria a
mejorar el enfoque de la terapia electrogénica, como ser la administracion
sistémica de proteinas terapéuticas y la vacunacion de ADN.

Conclusiones

"La transferencia intracelular de materiales se ha convertido en un
componente critico de los intentos de edicion del genoma, las terapias
basadas en células ex vivo y una diversidad de aplicaciones de investigacion
fundamentales. Las limitaciones presentes en las tecnologias actuales
motivan el desarrollo de una nueva generacion de sistemas de
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electroporacion, que puedan entregar una amplia variedad de carga a
diversos tipos de células. Todos los dias, en institutos de investigacion y
centros clinicos de todo el mundo, los cientificos usan kits y protocolos
basados en vectores virales, agentes de transfeccion de lipidos y
electroporacion, entre otras opciones. Los complejos mecanismos de los
métodos comiinmente utilizados y su impacto a menudo impredecible en el
comportamiento celular han limitado drasticamente el espectro de
experimentos biologicos y han reducido la eficacia de terapias
potencialmente prometedoras. La comunidad de investigacion biomédica
se beneficiaria enormemente de una comprensiéon mds mecanicista y
transparente de la transferencia intracelular, tanto para promover el
desarrollo de técnicas mas robustas como para realizar aplicaciones médicas
e industriales clave "(32). En este contexto, la llamada tecnologia de
electroporacion es probablemente la mas prometedora.

Las teorias clasicas de electropermeabilizacion presentan algunos
limites para dar una descripcion completa del transporte de moléculas a
través de la membrana. Ciertos efectos de los parametros del campo
eléctrico sobre la permeabilizacion de la membrana y el transporte asociado
de moléculas estan bien establecidos, pero gran parte de lo que sucede a
nivel molecular sigue siendo especulativo. Los modelos moleculares de las
bicapas lipidicas y de la formacién de electroporos estan aportando una
nueva e interesante vision del proceso. La desestabilizacion electroinducida
de la membrana incluye la redistribucion lateral y transversal de lipidos y
proteinas, lo que lleva a modificaciones mecanicas y eléctricas que aun no
se comprenden completamente. Se puede sugerir que tales modificaciones,
que pueden variar segun el microambiente, pueden estar involucradas en el
transporte posterior de moléculas que interactian con ellas, como las
moléculas de ADN. La verificacion experimental de los mecanismos
basicos que conducen a la electropermeabilizacion y otros cambios en la
membrana, las células y los tejidos sigue siendo una prioridad, dada la
importancia de estos fendmenos para los procesos en biologia celular y en
aplicaciones médicas. La electrotransferencia génica in vivo enfrentara
otros desafios, tales como la necesidad de controlar la distribucion del
campo eléctrico y la expresion génica tanto en el espacio (entrega de ADN
dirigida a las células) como en el tiempo. Todavia se requieren pautas para
la transfeccion exitosa de ADN, pero podemos ser optimistas en que seguir
trabajando para mejorar los mecanismos de electrotransferencia de genes
producira tratamientos mas efectivos.
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Capitulo 5

Simulaciones de dinamica molecular de Ila
electroporacion de membranas lipidicas

Mounir Tarek

Teoria, Simulaciones y Modelado, CNRS- Université de Lorraine Francia

Resumen: Actualmente, los enfoques computacionales permiten seguir, a escala
atomica, las perturbaciones locales de las membranas lipidicas cuando estan sujetas
a un campo eléctrico externo. Describimos aqui los métodos de simulacion de
dinamica molecular disefiados para realizar experimentos in silico de membranas
sujetas campos eléctricos pulsados de megavoltios por metro y de nanosegundos
de duracion, y de membranas sujetas a desequilibrio de cargas, imitando por lo
tanto la aplicacion de pulsos de baja tension y larga duraciéon. A nivel molecular,
los resultados muestran que los dos tipos de pulsos producen efectos similares:
siempre que el potencial transmembrana que generan estos pulsos sea superior a un
cierto umbral, se forman poros hidrofilicos estabilizados por grupos de cabeza de
lipidos de la membrana en la escala de tiempo de nanosegundos a través del nicleo
lipidico. Las simulaciones se utilizan ademas para caracterizar el transporte de
especies cargadas a través de estos poros. Se cree que los resultados obtenidos
capturan la esencia de varios aspectos de los fenomenos de electroporacion en las
membranas de las bicapas lipidicas, y podrian servir como una fuente adicional de
informacion complementaria para el arsenal actual de herramientas experimentales.

Introduccion

La electroporacion perturba de forma transitoria o permanente la
integridad de las membranas celulares [1-3]. Estas membranas consisten
en un conjunto de lipidos, proteinas y carbohidratos que se autoorganizan
en una delgada barrera que separa el interior celular del ambiente exterior
[4]. Los principales componentes lipidicos de las membranas naturales son
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los fosfolipidos que se organizan en una lamina de dos capas (una bicapa).
La evidencia experimental sugiere que el efecto de un campo eléctrico
externo aplicado a las células es producir poros acuosos especificamente en
la bicapa lipidica [5-9]. Por lo tanto, la informacion sobre la secuencia de
eventos que describe el fendmeno de electroporacion puede obtenerse a
partir de mediciones de corrientes eléctricas a través de bicapas lipidicas
planas junto con la caracterizacion del transporte molecular dentro (o fuera)
de células sometidas a pulsos de un campo eléctrico. Se puede resumir de
la siguiente manera: los pulsos eléctricos largos e intensos inducen
reordenamientos de los componentes de la membrana (agua y lipidos) que
finalmente conducen a la formacion de poros hidrofilicos acuosos [5—10]
cuya presencia aumenta sustancialmente el transporte i6nico y molecular a
través de membranas impermeables [11].

En las membranas de los eritrocitos, se pueden observar poros grandes
utilizando microscopia electronica [12], pero en general, la observacion
directa de la formacion de poros de tamafio nanométrico no es posible con
las técnicas convencionales. Ademas, debido a la complejidad y
heterogeneidad de las membranas celulares, es dificil describir y
caracterizar su electroporacion en términos de procesos resueltos a nivel
atomico. Las simulaciones atémicas en general, y las simulaciones de
dinamica molecular (DM) en particular, han demostrado ser efectivas para
proporcionar informacion sobre la estructura y la dindmica de los modelos
de sistemas de membranas lipidicas en general [13-18]. Recientemente se
han realizado varias simulaciones de dinamica molecular para modelar el
efecto del campo eléctrico en las membranas [19-23], proporcionando
quizas el modelo molecular mas completo del proceso de electroporacion
de la bicapa lipidica.

Simulaciones de dinamica molecular de membranas lipidicas

La dinamica molecular (MD, por sus siglas en inglés) se refiere a una
familia de métodos computacionales destinados a simular el
comportamiento macroscopico a través de la integracion numérica de las
ecuaciones clasicas de movimiento de un sistema microscopico de muchos
cuerpos. Las propiedades macroscdpicas se expresan como funciones de
coordenadas de particulas y / o momentos, que se calculan a lo largo de una
trayectoria espacial de fase generada por la dinamica clasica [24, 25].
Cuando se realiza en condiciones correspondientes a escenarios de
laboratorio, las simulaciones de MD pueden proporcionar una vista
detallada de la estructura y la dinamica de un sistema macromolecular.
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También se pueden utilizar para realizar "experimentos informaticos" que
no se pueden realizar en el laboratorio, ya sea porque no representan un
comportamiento fisico o porque no se pueden lograr los controles
necesarios.

Las simulaciones de MD requieren la eleccion de una funcion de
energia potencial, es decir, términos por los cuales interactian las
particulas, generalmente denominado campo de fuerza. Los mas utilizados
en quimica y biofisica, por ejemplo, GROMOS [26] CHARMM [27] y
AMBER [28], se basan en la mecanica molecular y un tratamiento clasico
de las interacciones entre particulas que impide la disociacion de enlaces y,
por lo tanto, la simulacion de reacciones quimicas. Los campos de fuerza
de MD clésicos consisten en una suma de fuerzas de uniones covalentes
asociados con enlaces quimicos, angulos de enlace y enlaces dihédricos, y
enlaces débiles asociados con fuerzas de van der Waals e interacciones
electrostaticas. Los pardmetros asociados con estos términos estan
optimizados para reproducir cambios estructurales y conformacionales de
los sistemas macromoleculares.

Los campos de fuerza convencionales solo incluyen cargas puntuales y
potenciales de Coulomb de par aditivo, que impiden la descripcion de
efectos electrostaticos colectivos realistas, tales como transferencia de
carga, excitaciones electronicas o polarizacion electrdnica, lo que a menudo
se considera una limitacion importante de los campos de fuerza clésicos.
Debe tenerse en cuenta que se realizan esfuerzos constantes en el desarrollo
de funciones potenciales que tratan explicitamente la polarizacion
electronica en los campos de fuerza empiricos [29-31], pero ninguno de
estos campos de fuerza "polarizables" se utiliza ampliamente en las
simulaciones a gran escala por ahora, las principales razones de ello son el
aumento dramatico del tiempo computacional de simulacion y
complicaciones adicionales con su parametrizacion. En esta perspectiva, los
campos de fuerza clésicos proporcionan una descripcion adecuada de las
propiedades de los sistemas de membrana y permiten investigaciones
semicuantitativas de las interacciones electrostaticas de membrana.

Las simulaciones de MD usan informacion (posiciones, velocidades o
momentos y fuerzas) en un instante dado en el tiempo, t, para predecir las
posiciones y momentos en un momento posterior, t + At, donde At es el paso
de tiempo, del orden de un femtosegundo, considerado constante durante
toda la simulacion. Las soluciones numéricas a las ecuaciones de
movimiento se obtienen asi mediante la iteracion de este paso elemental.
Las simulaciones por computadora generalmente se realizan en un pequefio
numero de moléculas (decenas a cientos de miles de a&tomos), el tamafio del
sistema estd limitado, por supuesto, por la velocidad de ejecucion de los
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programas y la disponibilidad de capacidad de calculo computacional. Para
eliminar los efectos de borde e imitar un sistema macroscopico, las
simulaciones de sistemas de fase condensada consideran un pequefio parche
de moléculas confinadas en una celda de simulacion central, y replican esta
ultima utilizando condiciones de limite periodicas (PBC, por sus siglas en
inglés) en las tres direcciones del espacio cartesiano. Para las membranas,
por ejemplo, el sistema simulado corresponderia a un pequeno fragmento
de una pelicula negra, un liposoma o pilas de lipidos orientadas a multiples
filamentos depositados sobre un sustrato [32,33].

Tradicionalmente, los fosfolipidos han servido como modelos para
investigar in silico las propiedades estructurales y dinamicas de las
membranas. Tanto desde una perspectiva tedrica como experimental, las
bicapas lipidicas de fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés)
zwitterionica constituyen los sistemas mejor caracterizados [34-37].
Estudios mas recientes han considerado una variedad de lipidos
alternativos, con diferentes grupos de cabeza que pueden tener carga [38]
[39-42], y mas recientemente composiciones de bicapa mixtas [43-49]. A
pesar de su simplicidad, las bicapas construidas a partir de lipidos de PC
representan sistemas de prueba notables para probar la metodologia de
computacion y obtener informacion adicional sobre las propiedades fisicas
de las membranas [14,17,50,51].

Modelado de electroporacion de membranas

Los efectos de un campo eléctrico en una célula pueden describirse
considerando esta ultima como una capa dieléctrica (membrana de la
superficie celular) comprendida entre medios conductores (internos:
citoplasma y externos: medios extracelulares). Cuando se aplican pulsos de
campo relativamente bajo de microsegundos o milisegundos de duracion a
esta célula (colocandola, por ejemplo, entre dos electrodos y aplicando un
pulso de voltaje constante), la corriente resultante provoca la acumulacion
de cargas eléctricas a ambos lados de la membrana celular. El tiempo
requerido para cargar la membrana superficial depende de los parametros
eléctricos del medio en el que esta suspendido. Para una célula esférica, se
estima utilizando circuitos de Resistencia-Condensador (RC) en red
equivalentes en la escala de tiempo de 100 ns [19,52-55]. También se
obtuvo una constante de tiempo de carga en el rango de cientos de
nanosegundos a partir de derivaciones basadas en la ecuacion de Laplace
(véase, por ejemplo, [56] para el analisis de primer orden en una vesicula
esférica; [57] para el analisis de segundo orden; y [58] para el anélisis de
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segundo orden para dos vesiculas esféricas concéntricas, es decir,
modelando un organulo). Si, por otro lado, la duracion del pulso es lo
suficientemente corta en relacion con la constante de tiempo de carga de la
red resistiva-capacitiva formada por los fluidos conductores intracelulares
y extracelulares y el dieléctrico de la membrana celular, que es el caso de
los pulsos de nanosegundos, entonces la respuesta del sistema es
principalmente dieléctrico y esta vinculado a la polarizacion del agua en la
interfase (ver mas abajo).

Las simulaciones permiten realizar experimentos in silico bajo ambas
condiciones, es decir, simular el sistema a campos eléctricos pulsados de
megavoltios por metro y nanosegundos de duracion, o imitar la aplicacion
de pulsos de baja tension y larga duracion por medio de la carga de los
desequilibrios. A continuacion, describiremos los resultados de tales
simulaciones.

'_‘0‘.‘.‘ vt .

BICAPA LIPIDICA

Wage NS

AQ

. Solucién 2

Figura 1. Protocolos para el modelado atomistico de membranas celulares o
liposomas de bicapas lipidicas (A) electroporacion; (B) Protocolo nsPEFs: el
sistema estd modelado en ausencia de sal y sujeto a un campo eléctrico Eqpp
perpendicular a la bicapa (eje z). Notese que en algunos estudios también se
consideraron los iones; (C) Protocolo us-msPEFs introducido en la configuracion
de doble bicapa: se establece un desequilibrio de carga AQ en cada bicapa y el
esquema se implementa utilizando PBC clasicos. Para evitar que los iones migren
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a través de las condiciones de limite periddicas, el cuadro de simulacion (en azul)
se extiende en la direccion perpendicular a la bicapa (eje z) para crear una losa de
vacio en el protocolo de interfaz aire / agua (D).

Electroporacion inducida por efecto directo de un campo
eléctrico

En las simulaciones, es posible aplicar "directamente" un campo eléctrico

constante £ perpendicular al plano de la membrana (bicapas lipidicas). En
la practica, esto se hace agregando una fuerza 7 = ¢, £ atodos los dtomos

que llevan una carga g, [59-63]. Las simulaciones de MD que adoptan este

enfoque se han utilizado para estudiar la electroporacion de la membrana
[19-23], la externalizacion de lipidos [64], para activar los canales de K*
activados por voltaje [65] y para determinar las propiedades de transporte
de los canales i6nicos [66—69].

La consecuencia de tal perturbacion proviene de las propiedades de la
membrana y de las condiciones de configuracion de las simulaciones: las
membranas lipidicas puras exhiben distribuciones atomicas heterogéneas a
través de la bicapa a las que estan asociadas las cargas y las distribuciones
de dipolos moleculares. Los grupos principales de fosfolipidos adoptan en
general una orientacion preferencial. Para las bicapas de PC hidratadas a
temperaturas superiores a la transicion de gel a cristal liquido, los dipolos
de fosfatidilcolina apuntan en promedio a 30 grados de la membrana normal
[70]. La organizacion de los grupos fosfato (PO4°), colina (N (CH3)s") y
carbonilo (C = O) del grupo de cabeza lipidica dan lugar a un dipolo
permanente y las moléculas de disolvente (agua) unidas a los grupos del
grupo de cabeza lipidica tienden a orientar sus dipolos para compensar a
estos ultimos [71]. Las caracteristicas electrostaticas de la bicapa pueden
obtenerse a partir de estimaciones del perfil electrostatico ¢ (z) que se deriva
de la distribucion de todas las cargas en el sistema. ¢ (z) se deriva de
simulaciones MD usando la ecuacién de Poisson y se expresa como la
integral doble de p(z), las distribuciones de densidad de carga molecula:

Ap(2) = $(@) ~ $(0) = — = [, p(2)dz"dz"
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Figura 2. Perfiles de potencial electrostatico ¢(z) a lo largo de la normal de la
membrana (eje z) de una bicapa lipidica POPC. Bicapa (A) en reposo, (B) sujeta a
un campo eléctrico transversal (protocolo nsPEF) y (C) conjunto de bicapa lipidica
con un desequilibrio de carga (protocolo ps-msPEF). z = 0 representa el centro de
la bicapa lipidica. Las contribuciones al perfil electrostatico del agua (azul), lipidos
(amarillo), iones (verde) se informan junto al total (negro). Las flechas punteadas
en el panel C indican las posiciones de las interfaces lipido/agua y las flechas
solidas la posicion de las interfaces agua/aire. Notese que el voltaje TM
Un(diferencia de potencial entre los baflos de agua superior e inferior) en el
protocolo nsPEF se debe principalmente a la reorientacion de los dipolos de agua,
mientras que en el protocolo ps-msPEF se debe principalmente a la distribucion de
cargas (iones).

Para bicapas lipidicas, la mayoria de las cuales se modelan sin tener en
cuenta una concentraciéon de sal, un campo eléctrico aplicado actla
especifica y principalmente sobre los dipolos de agua interfaciales (pequefia
polarizacion de un gran niimero de moléculas de agua). La reorientacion
de los grupos de cabeza de lipidos parece no verse afectada en escalas de
tiempo muy cortas [21,72], y no excede algunos grados hacia la direccion
del campo en una escala de tiempo mas larga [22]. Por lo tanto, dentro de
una escala de tiempo muy corta, tipicamente pocos picosegundos [21], un

campo transversal E induce un potencial TM global AV (cf. Fig. 2). Es muy
importante tener en cuenta aqui que, debido a la configuracion de la
simulacion MD (y el uso de PBC), E induce una diferencia de voltaje AV =
|E |- L en todo el sistema, donde L. s el tamafio de la caja de simulacion en
la direccion del campo. En el ejemplo que se muestra en la Fig. 2, L_ es ~
10 nm. El campo eléctrico (0.1 V.nm™) aplicado a la bicapa POPC induce
AV ~1V.

Las simulaciones de MD de bicapas lipidicas puras han demostrado que
la aplicacion de campos eléctricos de magnitud suficientemente alta
conducen a la electroporaciéon de la membrana, con una secuencia de
poracion bastante comun: el campo eléctrico favorece bastante rapidamente
(dentro de unos pocos cientos de picosegundos) la formacion de defectos y
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cordones de agua, en la profundidad del nucleo hidrofobico [20].
Finalmente, los dedos de agua que se forman a ambos lados de la membrana
se unen para formar canales de agua (a menudo denominados pre-poros o
poros hidrofobos) que se extienden por la membrana. Dentro de los
nanosegundos, unos pocos grupos de lipidos comienzan a migrar desde la
interfaz agua-membrana al interior de la bicapa, estabilizando poros
hidrofilicos (~ 1 a 3 nm de diametro).

Todos los estudios de MD reportaron la expansion de los poros a medida
que se mantuvo el campo eléctrico. Por el contrario, se demostro en un caso
[21] que un poro hidrofilico podria volver a cerrarse en pocos nanosegundos
cuando el campo aplicado se apagaba. La recuperacion completa de la
membrana, es decir, la migracion del grupo de la cabeza de lipidos que
forma el poro hidrofilico hacia la interfaz lipido / agua, siendo un proceso
mucho mas largo, no se observo. Mas recientemente, los estudios
sistematicos del tiempo de la creacion y la aniquilacion de poros en funcion
de la fuerza del campo han arrojado mas luz sobre la dinamica compleja de
los poros en las bicapas lipidicas simples [22,73]. Interesantemente, se ha
mostrado que la adicion de sal modula estas escalas de tiempo
caracteristicas [74].

Figura 3. Evolucion de los poros en una bicapa POPC: los grupos de cabeza de
POPC se muestran como cuentas cian y blancas, las colas de lipidos no se muestran
para mayor claridad. La creacién de poros, en simulaciones MD, tiene lugar en el
rango de nanosegundos.

Para los tamafios de los sistemas de MD tipicos (128 lipidos; seccion
transversal de la membrana de 6 nm x 6 nm), la mayoria de las simulaciones
mostraron la formacion de un unico poro a intensidades de campo altas.
Para sistemas mucho mas grandes, podria observarse la formacion de poros
multiples con didmetros que varian de unos pocos a 10 nm [20,21]. Tales
poros son, en principio, lo suficientemente anchos como para transportar
iones y moléculas pequeiias. Hasta ahora se ha hecho un intento para
investigar dicho transporte molecular bajo electroporacion [21]. En esa
simulacion, se pudo seguir el transporte parcial de una cadena de ADN de
12 pares de bases a través de la membrana. La cadena se considero
difundida hacia el interior de la bicapa cuando se creé un poro debajo de
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ella y se formo6 un complejo ADN / lipido estable en el que los grupos de
cabeza de lipidos encapsulan la cadena. El proceso proporciond apoyo al
modelo de transferencia de genes propuesto por Golzio et al. [75] en el
cual, un "paso de anclaje" que conecta el plasmido a las membranas de las
células permeabilizadas tiene lugar durante la transferencia de ADN con la
ayuda de pulsos eléctricos, y esta de acuerdo con los Gltimos hallazgos del
mismo grupo [76]. Mas recientemente, (ver secciones a continuacion) se
demostré que incluso un solo pulso eléctrico de 10 ns de suficiente
magnitud puede mejorar el transporte de ARNsi pequefio a través de las
membranas lipidicas [77].

El proceso de electroporacion se lleva a cabo mucho més rapidamente
con campos mas altos, sin un cambio importante en las caracteristicas de la
formacion de los poros. Los voltajes mas bajos reportados para electroporar
una bicapa lipidica de PC son ~ 2V [22] [72]. Ziegler y Vernier [23]
reportaron fuerzas minimas de campo externo de poracion para 4 lipidos de
PC diferentes con diferentes longitudes de cadena y composicion (niimero
de insaturaciones). Los autores encontraron una correlacion directa entre
los campos minimos de poracion (que van desde 0,26 V.nm™! a
0,38 V.nm™) y el grosor de la membrana (desde 2,92 nm a 3,92 nm). Tenga
en cuenta que las estimaciones de los umbrales de electroporacion de las
simulaciones deben, en general, considerarse solo como indicativos, ya que
estan relacionados con la escala de tiempo que puede tomar la formacion de
los poros. Se "supone" que se alcanza un umbral de intensidad de campo
cuando no se forma una ruptura de membrana dentro de la escala de tiempo
de 100 ns.

Electroporacién inducida por gradientes de concentracién de
sales idnicas

Independientemente de cémo se apliquen impulsos eléctricos de
milisegundos de baja intensidad, el paso final es la carga de la membrana
debido al flujo de iones. El desequilibrio de carga idnica resultante entre
ambos lados de la bicapa lipidica localmente es el efecto principal que
induce el potencial TM. En una configuracion clasica de simulaciones de
membrana, debido al uso de 3d-PBCs, el voltaje TM no puede controlarse
a través de un desbalance de cargas Qs a través de la bicapa, incluso cuando
hay iones presentes en los electrolitos. Recientemente se han ideado varios
protocolos de simulaciones de MD que pueden superar esta limitacion (Fig.

1):



88  Mounir Tarek

La configuracién de doble bicapa:

Se demostroé que los gradientes de potenciales TM pueden ser generados
por un desequilibrio de carga a través de las bicapas lipidicas al considerar
una célula unitaria de MD que consta de tres bafios de agua salada separados
por dos bicapas y 3d-PBCs [78] (cf. Fig. 1.C). El establecimiento de un
desequilibrio de carga neta entre los dos bafios independientes en el tiempo
t=0 induce un voltaje TM por la dinamica idénica explicita.

La configuracion de una bicapa simple:

Delemotte et al. [79] introdujo una variante de este método donde no se
necesita la doble capa, evitando por lo tanto el costo excesivo de simular un
sistema grande. El método consiste en considerar una bicapa tinica rodeada
de bafios de electrolitos, cada uno de ellos terminado por una interfaz aire /
agua [43]. El sistema esta configurado como se indica en la Fig. 1.D.
Primero, una bicapa hidratada se equilibra a una concentracion de sal dada
usando condiciones de limite periddicas 3d (3d-PBCs). Después se crean
interfaces aire agua a ambos lados de la membrana, y un mayor equilibrio
se garantiza a volumen constante, manteniendo por lo tanto la separacion
entre los electrolitos superior e inferior. Un desbalance de cargas Q5 entre
los dos lados de la bilapa se genera simplemente desplazando al tiempo t=0
un numero adecuado de iones de un lado al otro. En la medida en que las
losas de agua sean més gruesas que 25-30 A, la presencia de interfaces aire-
agua no tiene incidencia en las propiedades de la bicapa lipidica y la
membrana "se siente" como si estuviera incrustada en bafios infinitos cuyas
caracteristicas son las modeladas de soluciones finitas.

La Fig. 2 muestra los perfiles de potencial electrostatico a lo largo de la
normal a la membrana generados en las simulaciones de MD de una bicapa
POPC en contacto con bafios de agua y sal 1M NaCl a diferentes
desbalances de cargas Q,, utilizando el método de la bicapa simple. Para
todas las simulaciones, los perfiles computados en el estadio inicial,
muestran valores meseta en las regiones acuosas y, para incrementos de Qg,
un incremento en la diferencia del potencial electrostatico entre los
electrolitos indicativo de un potencial TM AV. Resulta muy interesante que
los perfiles muestran claramente que, en contraste con el caso del campo
eléctrico, donde el voltaje TM se debe principalmente a la reorientacion del
dipolo de agua, la mayor parte de la caida de voltaje en el método de
desequilibrio de carga se debe a la contribucion de los iones. De hecho,
solamente el colapso del potencial electrostatico por el desequilibrio de
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cargas debido a la separacion de las cargas por el niicleo lipidico de la
membrana es reponsable de la mayor parte del AV.

Utilizando la configuracion de desequilibrio de cargas, fue posible por
primera vez demostrar directamente in silico que la bicapa lipidica simulada
se comporta como un condensador [79,80]. Simulaciones con varios
desbaances de cargas (s muestran una variacion lineal del AV 3 partir del

cual la capacitancia puede ser estimada como ¢ = Us- AV~ Es esperable
que los valores de capacitancia extraidos de las simulaciones dependan de
la composicion lipidica (cargada o no) y de los parametros del campo de
fuerza utilizados, y como tales constituyen una forma suplementaria de
verificar la precision de los parametros del campo de fuerza lipidica
utilizados en la simulacion. Aqui, en el caso de las bicapas POPC en una
solucion 1M de NaCl, la tultima asciende a 0.85 uF.cm? lo cual esta
razonablemente de acuerdo con el valor generalmente asumido en la
literatura, 1.0 uF.cm™ [78,81] y con mediciones recientes para bicapas
lipidicas planas POPC en una solucién de KCI 100 mM (0.5 uF.cm™).

Para voltajes TM inducidos suficientemente grandes, los tres protocolos
conducen a la electroporacion de la bicapa lipidica. Como en el caso del
método de campo eléctrico, para AV por encima de 1.5-2.5 voltios, el
proceso de electroporacion comienza con la formacion de dedos de agua
que sobresalen dentro del nticleo hidrofobico de la membrana. En cuestion
de nanosegundos, aparecen cordones de agua que unen a los dos lados de la
membrana por el estrés provocado por la tension inducida. Si las
simulaciones se extienden mas, los grupos de cabeza de lipidos migran a lo
largo de un cordon y forman una via de conexion hidrofila (Fig. 3). Debido
a que las soluciones salinas se consideran explicitamente en estas
simulaciones, la conduccion de iones a través de los poros hidrofilicos se
produjo después de la electroporacion de las bicapas lipidicas. Se pudieron
obtener detalles sobre el transporte idnico a través de los poros formados
dentro del nucleo de la bicapa tras la electroporacion.

Las simulaciones de MD del sistema de doble bicapa [82,83], y los
resultados presentados aqui para la configuracion de una sola bicapa
muestran que tanto los cationes como los aniones se intercambian a través
de los poros entre los dos bafios, con un flujo general de cargas dirigido
hacia un disminucion del desequilibrio de carga. La translocacion de iones
a través de los poros de una region masiva a la otra dura desde decenas a
cientos de picosegundos, y conduce a una disminucion del desequilibrio de
cargay, por lo tanto, al colapso de AV. Por lo tanto, para todos los sistemas,
cuando el desequilibrio de carga alcanz6 un nivel en el que el voltaje TM
se redujo a un par de cientos de mV, los poros hidrofilicos se "cierran" en
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el sentido de que no se produce mas translocacion idnica (Fig. 4.F). La
topologia final de los poros hacia el final de las simulaciones permanece
estable durante periodos de tiempo superiores a la escala de 10
nanosegundos, lo que muestra, como se inform6 en simulaciones anteriores
[21], que la recuperacion completa de la estructura de la bicapa original
requiere una escala de tiempo mucho mas larga.

Bicapa
POPC

() (€) " F)

Figura 4. A la izquierda. Secuencia de eventos después de la aplicacién de un
voltaje TM a una bicapa lipidica POPC utilizando el método de desequilibrio de
carga (paneles A a F). Obsérvese la migracion de iones Na + (amarillo) y Cl- (cian)
a través de los poros hidrofilicos formados que estan revestidos con atomos de
grupo de cabeza de lipido fosfato(magenta) y nitrdgeno (azul). El panel F
representa el estado de un poro no conductor alcanzado cuando el intercambio de
iones entre los dos bafios redujo Qs y, por lo tanto, AV a valores ~ 200 mV. A la
derecha puede verse la topologia de los poros hidrofilicos de nanémetros de ancho
formados bajo un AV transmembrana alto impuesta por el método de desequilibrio
de cargas en la bicapa plana (A). Las flechas resaltan el flujo i6nico posterior a
través de los poros.

Tenga en cuenta que para mantener el AV constante, el modelador
necesita mantener el desequilibrio de carga inicial "inyectando" cargas
(iones) en los electrolitos a un ritmo equivalente a la tasa de translocacion
de iones a través del poro hidrofilico. Este protocolo es, en particular para
la configuracion de una sola bicapa, adecuado para realizar simulaciones a
bajo voltaje constante (bajo voltaje, duracion de ms) o condiciones de
corriente constante, lo cual es adecuado para la comparacién con
experimentos realizados en condiciones similares [84].
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Distribuciéon interna del campo eléctrico y origen de la
electroporacién de membranas

Para determinar el mecanismo detallado de la creacion de poros, es util
sondear la distribucion de campo eléctrico a través de la bicapa, tanto en
reposo como bajo el efecto de un voltaje TM. La Figura 5.A muestra los
perfiles de potencial electrostatico para una bicapa lipidica sujeta a campos
eléctricos crecientes que generan potenciales TM que variande 0 Va~3 V.
A 0V, la bicapa lipidica esta en reposo y los perfiles revelan, de acuerdo
con el experimento [85], la existencia de una diferencia de potencial
positiva entre el interior de la membrana y las fases acuosas adyacentes.

(A) S

A
E=0/ \

/ E=.1V/nm
AQ

EZ)[VA")

. E=0

normel a la membrena Z [A] nomal a la membrana Z (4]

grupos de
cabezas

Figura 5. (A) Perfiles de potencial electrostatico a través de una bicapa lipidica
sujeta a campos eléctricos de 0 V/nm (linea punteada) 0,06 V/nm (linea delgada) y
0,30 V/nm (linea en negrita), o a un desequilibrio de carga AQ. (B) Perfiles de
campo eléctrico correspondientes. (C) Mapas 2D (fuera del plano) de la
distribucion del campo eléctrico. La direccion y la intensidad del campo eléctrico
local se muestran como flechas blancas. Notese que a 0 mV, debido al potencial de
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membrana en reposo, los campos eléctricos mas grandes se encuentran en las
interfaces entre lipidos y agua y estan orientados hacia el disolvente, y no hay
campo eléctrico en el centro de la bicapa. Cuando la bicapa esta sujeta a un
potencial TM, un campo eléctrico neto aparece en la region hidrocarbonada. Esto
ultimo promueve la orientacion de los dipolos y la penetracion de las moléculas de
agua (panel derecho) al interior de la bicapa.

Enreposo, el cambio de voltaje a través de las interfaces de lipidos y agua
da lugar localmente a grandes campos eléctricos (en el presente caso, hasta
1,5 V.nm™!) orientados hacia la masa de agua, mientras que, en el centro de
la bicapa, el campo eléctrico local es nulo (Fig. 5.B, C). Cuando se aplican
campos eléctricos externos de magnitudes respectivamente de 0,06 y
0,30 V.nm'!, la reorientacion de las moléculas de agua da lugar a potenciales
TM de ~ 0,75 y 3V, respectivamente. Las figuras 5.B y C revelan la
incidencia de dicha reorganizacion en el campo eléctrico local tanto en la
region interfacial como dentro del nicleo de la bicapa. En particular, uno
observa que el campo en el nicleo de la membrana ha aumentado a un valor
~ 1 V.nm! para el AV més alto impuesto.

Para el método de desequilibrio de carga, la imagen general es similar,
donde nuevamente, los voltajes TM creados dan lugar a grandes campos
eléctricos dentro del nucleo de la membrana, orientados
perpendicularmente a la bicapa.

Cualitativamente, en ambos métodos, la cascada de eventos después de
la aplicacion del voltaje TM que tiene lugar en la membrana, es una
consecuencia directa de dicha distribucion de campo. De hecho, las
moléculas de agua inicialmente restringidas a la region interfacial, ya que
se filtran al azar dentro del nticleo de la membrana, estan sujetas a un campo
eléctrico alto y, por lo tanto, estan inclinadas a orientar su dipolo a lo largo
de este campo local. Estas moléculas pueden entonces facilmente unirse por
puentes de hidrogeno entre si, lo que resulta en la creacion de filas
individuales de moléculas de agua. Tales dedos sobresalen a través del
nucleo hidrofobico de ambos lados de la membrana. Finalmente, estos
dedos se juntan para formar canales de agua (a menudo denominados pre-
poros o poros hidréfobos) que atraviesan la membrana. A medida que se
mantiene el voltaje TM, estos cordones de agua parecen ser capaces de
superar la barrera de energia libre asociada a la formacion de una sola fila
de moléculas de agua que atraviesan la bicapa (se estima que es ~
108 kJ/mol en ausencia de campo eléctrico externo) [86]. A medida que se
mantiene el estrés eléctrico, el grupo de cabezas de lipidos migra a lo largo
de los cordones de agua estables y participa en la formacién de "poros
hidrofilicos" mas grandes, capaces de conducir iones y moléculas mas
grandes a medida que se expanden.
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Ziegler et al. [23] han demostrado claramente que la orientacion de los
grupos de lipidos (dipolos) no es un factor determinante en el proceso de
EP. La suposicion general de que los grupos principales de lipidos tienen
un papel marginal en la formacion de los electroporos, es consistente con
los estudios sobre el electrodo en el octano [20] y en placas de vacio [87]:
estos trabajos han demostrado que, como en las bicapas lipidicas, las
columnas de agua pueden formarse en cualquier sistema de agua/bajo
dieléctrico/agua sujeto a campos eléctricos altos.

La evidencia experimental muestra que los poros se cierran cuando se
desconecta el PEF. La cinética de este proceso determina cuanto tiempo
puede durar la fuga, o la transferencia, a las células objetivo. Las
simulaciones de MD indican que este proceso se inicia con un colapso del
poro (cierre) debido a una fuga rapida de agua hacia el exterior, seguido de
una reorganizacion mucho mas lenta que conduce a que los grupos de
lipidos se vuelvan a dividir hacia las laminas hidrofilicas externas. La
cinética de sellado es independiente de la magnitud de los campos eléctricos
de iniciacion de poros. En general, la recuperacion completa de la estructura
de la bicapa original requiere una escala de tiempo mucho mas larga
[21,87,88], que abarca desde nanosegundos hasta cientos de nanosegundos,
y depende de manera critica de la estructura de la bicapa [89]. Noétese que
la adicion de sal a los sistemas sometidos al protocolo nsPEF ha demostrado
modular las escalas de tiempo caracteristicas de todo el ciclo de vida de los
poros [88,90].

MODELOS DE BICAPAS COMPLEJAS: UMBRALES DE EP Y
CARACTERISTICAS DEL PORO

Umbrales de electroporacion

Desde las simulaciones pioneras [21,91], que consideraron las bicapas
lipidicas simples de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) vy
dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC), se han modelado una variedad de
bicapas lipidicas para comprender los aspectos clave que pueden modular
sus umbrales de electroporacion. El aumento del umbral de EP tras la
adicion de colesterol [92-94] se estudi6 utilizando los protocolos de campo
E [95] y de desequilibrio de carga [93]. Para el primero, un aumento
constante del umbral de EP coincide con un aumento en la concentracion
de colesterol: fue necesario un campo eléctrico dos veces mayor para la
electroporacion de las bicapas con la adicion de 50 mol% de colesterol. En
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condiciones de us-msPEFs, se mostré que el umbral de EP se nivelaba por
encima del 30 mol% de colesterol. En general, el aumento del umbral de EP
se ha relacionado con el aumento de la rigidez de la bicapa [92,94].

En una serie de estudios[96,97], el grupo de Tarek investigd el efecto
sobre el umbral de EP de los enlaces éster y éter, de colas ramificadas
(fitanoil) y de grupos voluminosos (glucosil-myo y myo inositol). Los
autores han descubierto que el umbral de EP de una bicapa lipidica depende
no solo de las propiedades "eléctricas" de la membrana, es decir, su
potencial dipolar o la capacidad de la membrana, sino también de la
naturaleza de las colas hidrofobicas de los lipidos. Los autores indican que
existe una correlacion entre la presion lateral en la interfaz agua / lipidos y
el umbral de EP. Sugieren que un aumento de la presion lateral (en la
membrana lipidica ramificada en comparacion con las bicapas lipidicas
simples) dificulta la difusion local de las moléculas de agua hacia el interior
del ntcleo hidrofébico, lo que reduce la probabilidad de formaciéon de
poros, aumentando asi el umbral de electroporacion.

Comparando especificamente los lipidos de Archeal (grupos de cabeza
de glucosil-myo y myo inositol) con el lipido de PC normal, los umbrales
de electroporacion mas altos para el primero se atribuyeron [96,97] a la
fuerte red de enlaces de hidrogeno que estabiliza las interacciones cabeza-
grupo. Asimismo, Gurtovenko et al. [98] informaron un umbral de EP mas
alto para las bicapas lipidicas de fosfatidiletanolamina (PE) en comparacion
con las bicapas lipidicas de fosfatidilcolina (PC). Este efecto se relaciono
con la unién de hidrégeno entre lipidos que tiene lugar en la bicapa de PE,
lo que conduce a una interfase agua / lipidos mas densa y cadenas de lipidos
de hidrocarburos mas ordenados. Considerando una bicapa asimétrica,
compuesta por laminas de lipidos de PC y PE, los autores observaron que
la caracteristica de electroporacion inicial, es decir, la formacién de la
columna de agua también es asimétrica, con pasos iniciales que tienen lugar
principalmente en una de las capas de la bicapa de PC. Estudiando
membranas de composicién mas complejas, Piggot et al. [99] informaron
que la membrana celular de S. aureus, bacteria Gram-positiva, es menos
resistente a la poracion que la membrana externa de E. coli, bacteria Gram-
negativa (EcOM). El umbral de EP mas alto del EcOM se relacion6 con la
movilidad reducida de las moléculas de lipopolisacarido que se encuentran
en la capa externa. Factores adicionales, como el colesterol, la presencia de
impurezas y otros compuestos, pueden modificar las propiedades de
permeacion de los modelos de membrana al actuar sobre su estabilidad.

Caracteristicas de los poros
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Los resultados de MD apoyan la hipotesis de que después de la aplicacion
de un alto potencial transmembrana, la membrana celular se permeabiliza
por la formacion de poros hidrofilicos conductores estabilizados por los
grupos de cabeza de los lipidos. Las propiedades de los lipidos juegan un
papel determinante en el tiempo de vida de los electroporos y en sus
caracteristicas estructurales (por ejemplo, tamafio, forma y morfologia)
[87]. Otros estudios, considerando varias bicapas lipidicas, desafiaron la
morfologia del poro estandar. Tarek et al. sefialaron que un proceso de EP
particular en el que puede ser posible que grandes columnas de agua
conductoras de iones de larga vida no estén estabilizadas por grupos de
lipidos [93,97,100]. Estos poros conductores "hidrofobicos" se originan a
partir de restricciones de una naturaleza diferente en la bicapa lipidica. El
primer informe [100] se centr6 en una bicapa de palmitoil-oleil-
fosfatidilserina (POPS) caracterizada por grupos de cabezas cargados
negativamente. Cuando este sistema estaba sujeto a un desequilibrio de
carga lo suficientemente alto como para electroporar la bicapa, la migracion
de lipidos a lo largo de la columna de agua se ve obstaculizada en gran
medida (Fig. 5, segundo panel [100]). Se sacaron conclusiones similares
para las bicapas lipidicas de PC que contienen mas del 30mol% de
colesterol [93] o para los lipidos Arqueales [97] (Fig. 5). Esta peculiar
morfologia se atribuyd a la repulsion de los grupos de cabezas cargados
negativamente en el primer caso [100], al efecto de condensacion del
colesterol en el segundo [93], y al impedimento estérico de los grupos de
cabezas voluminosos junto con las colas ramificadas en el ultimo [97].

o X

POPC POPS POPC+ Chol 30 mol% LIPIDOS Archaea

Figura 6. Diversas morfologias de poros conductores reveladas por simulaciones
de MD. Notese que aparte de los lipidos zwitterionicos POPC, los poros formados
en POPS, un lipido cargado negativamente, con la adicion de colesterol, o en los
lipidos complejos de Archaea (grupos de cabeza similares al azicar), los
electroporos no se estabilizan por los grupos de cabezas de lipidos.

Estabilizacion de los poros
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Cuando se consideran las caracteristicas de los electroporos (por ejemplo,
tamafio, conductancia y transporte de moléculas) uno esperaria que el poro
esté en un estado energéticamente favorable, es decir, uno que corresponda
a una configuracion estable. Para comprender si el poro puede considerarse
en un estado estable para un voltaje TM dado y caracterizar su tamafio y
conductancia, los dos procedimientos de MD (introducidos en secciones
anteriores) deben mejorarse. En efecto, el principal inconveniente de estos
dos protocolos, como se usan habitualmente, reside en la imposibilidad de
mantener un poro estable. En el método del campo eléctrico, el poro tiende
a expandirse, lo que lleva a la ruptura de la bicapa cuando alcanza las
dimensiones de la caja de la celda de simulacion. El protocolo de
desequilibrio de cargas, por otro lado, tiene un inconveniente importante: el
desequilibrio no se restablece durante la simulacion. Por lo tanto, en los
estudios realizados tanto con los esquemas de simple como de doble bicapa,
el desequilibrio de carga impuesto al principio disminuye
significativamente dentro de varias decenas o cientos de ps (dependiendo
del tamafio del sistema) de la EP debido a un intercambio de iones a través
del poro. La disminucion del desequilibrio de cargas da como resultado una
caida del voltaje TM, que finalmente conduce al colapso de los poros y al
sellado.

Cuando se usa el protocolo nsPEF, se demostro que la disminucion de la
intensidad del campo eléctrico después de la creacion de poros resulta en su
estabilizacion [22]. Usando la misma estrategia, Fernandez et al. [95]
podian modular el tamafio del poro y demostraron que depende solo de la
fuerza del campo eléctrico estabilizador. Mas recientemente, nuestro grupo
[101] utiliz6 un esquema para mantener un desequilibrio de carga constante,
refinando asi el enfoque de ps-msPEF para obtener poros estables de
tamafio controlado. El protocolo utilizado es idéntico al procedimiento
propuesto por Kutzner et al. [84] para estudiar el transporte en canales
i6nicos utilizando el esquema de doble capa. En este procedimiento,
denominado "intercambio", se estima frecuentemente el nimero de iones
en los dos bafios de solucion y, si este ultimo difiere de la configuracion
inicial, se produce un evento de "intercambio": una molécula de agua se
intercambia por un ion del bafio de la otra solucién (consulte el material
complementario para obtener mas informacion). Notese que para superar la
limitacion de simular la bicapa en el conjunto NVT (volumen constante), el
procedimiento de intercambio se puede combinar con el conjunto NPyT
(tension superficial constante) para mantener la tension superficial de la
bicapa constante (nulo) e imitar, por lo tanto, las condiciones
experimentales [101].
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Caracterizacion de los poros

Kramar et al. llevaron a cabo un primer intento de vincular la evidencia
experimental de la conductancia de poros y la estimacion del radio
utilizando una técnica lineal de corriente ascendente combinada con
simulaciones de MD realizadas en condiciones similares [102]. Sus
hallazgos sugieren que la apertura y cierre de un solo poro con una
conductancia bajo la escala de 100 nS seria posible para un diametro de
poro de ~ 5 nm.

Investigaciones mas sistematicas, utilizando los protocolos modificados
nsPEF [95,103] y us-msPEF [101] permitieron caracterizar mejor la
conductancia de los electroporos. Para las simulaciones realizadas bajo los
dos protocolos y cuando se aplican voltajes TM por debajo del umbral de
EP, el poro formado podria estabilizarse a diferentes radios durante decenas
de ns. Curiosamente, los radios de los poros y la conductancia de los poros
variaron casi linealmente con el voltaje aplicado. Ademas, se descubri6 que
los poros eran mas selectivos para los cationes que para los aniones
[101,103,104]. Esta selectividad surge de la naturaleza de las moléculas de
los lipidos que constituyen el poro: los grupos fosfato cargados
negativamente que forman las paredes del poro atraen iones de sodio, lo que
dificulta su paso a través de la bicapa, pero también hace que el interior del
poro sea electrostaticamente desfavorable para otros iones de sodio. [105]
Esto sugiere que el transporte a través de electroporos es sensible al tipo de
solutos, mostrando una afinidad diferente por las diferentes especies
cargadas.

TRANSPORTE DE MOLECULAS

Aunque numerosas moléculas estan implicadas en la EP y/o afectadas por
sus aplicaciones (por ejemplo, fairmacos, material genético, colorantes,
etc.), muy pocas han sido investigadas con simulaciones de MD. Ademas
de unos pocos estudios en los que se reporto el del fenomeno de flip-flop de
lipidos PC zwitteridnicos mediado por electroporos [106-108], la mayoria
de las simulaciones se refieren a especies cargadas para las cuales el
transporte implica electroforesis [21,77,109]. A continuacién, discutimos
los resultados obtenidos usando los dos protocolos de simulacion. Los
nsPEF pueden inducir la externalizacion de fosfatidilserina (PS, por sus
siglas en inglés), un fosfolipido generalmente confinado a la capa interna
de la membrana plasmatica que puede desencadenar varias funciones de
reconocimiento, union y sefializacion. Los estudios de MD de las bicapas
de PS [19,110] mostraron como la externalizacion de PS es un evento
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mediado por poros que ocurre exclusivamente con una deriva
electroforética.

Hace una década, Tarek [21] informo sobre la primera simulacion de MD
sobre el transporte de una cadena doble de ADN corta utilizando campos
eléctricos de alta intensidad. Se demostr6 que la absorcion se produjo solo
en presencia del poro por deriva electroforética. Desde entonces, hasta
donde sabemos, solo se han publicado dos estudios de MD sobre el
transporte de moléculas bajo nsPEFs. En 2012, Breton et al. [77] mostraron
que un solo pulso eléctrico de alto voltaje de 10 ns puede permeabilizar las
vesiculas unilamelares gigantes (GUV) y permite la entrega de un ARNsi
bicatenario (carga -42e, 13,89 kDa) a través del poro formado, por
electroforesis (Fig. 7 [77]). Al comparar la evidencia experimental con las
simulaciones de MD, pudieron mostrar en particular que: (i) después de la
aplicacion de un campo eléctrico, el ARNsi es empujado hacia los grupos
de cabeza de lipidos formando un complejo que permanece estable incluso
cuando se desactiva el pulso; (ii) no se detecta transporte para campos
eléctricos aplicados por debajo del umbral EP; (iii) cuando el Eapp est4 por
encima del umbral EP (Eth), el ARNsi se extrae electroforéticamente a
través del electroporo y se transloca, dentro de una escala de tiempo de 10
ns; (iv) si el Eapp se apaga antes de la transicién completa, el poro colapsa
alrededor de la molécula quedando, por lo tanto, atrapada.

Recientemente, Salomone et al. [109] utilizaron una combinacién de
nsPEF y péptidos quiméricos (CM18-Tat11) como vectores de transfeccion
eficientes para el ADN plasmidico utilizando vesiculas endociticas. Para
proporcionar detalles moleculares sobre los procesos que tienen lugar, los
autores modelaron el péptido y sus fragmentos. De simulaciones de MD
ellos reportaron que, cuando esta sujeto a campos eléctricos altos, Tatl1,
un pequeiio péptido cationico (residuos 47-57 de la proteina Tat VIH-1; +
8e carga, 1,50 kDa) puede translocarse a través de una bicapa electroporada
en pocos nanosegundos sin interactuar con los grupos de cabeza de
fosfolipidos. Por el contrario, el péptido anfipatico CM18, incluso cuando
se encuentra cerca de un poro preformado, permanece anclado a los grupos
de cabeza de los lipidos y no se transloca durante un pulso de campo
eléctrico alto de 12 ns.
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Figura 7. Un solo pulso eléctrico de alto voltaje de 10 ns puede permeabilizar las
vesiculas lipidicas y permitir la transferencia de ARNsi al citoplasma. La
combinacion de experimentos y simulaciones de dindmica molecular nos ha
permitido proporcionar los mecanismos moleculares detallados de dicho transporte
y proporcionar una guia practica para el disefio de protocolos destinados a utilizar
la electrotransferencia de ARNSsi con pulsos de nanosegundos en aplicaciones
médicas y biotecnologicas [77].

Ms-msPEFs

A continuacion, presentamos los ultimos resultados de simulaciones de MD
de la captacion de moléculas a través de bicapas lipidicas sujetas a ps-
msPEFs. Centramos nuestra atencion en Tatl1 y la doble cadena de ARNsi
para comparar su mecanismo de transporte con el que se informa utilizando
los nsPEFs [77,109]. Estos datos han sido reportados en [111].

Transporte de ARNSsi

En 2011 Paganin-Gioanni et al. [76] investigaron la captacion de ARNsi
por las células de melanoma murino, cuando se sometieron a pulsos
eléctricos (1 Hz de frecuencia de repeticion) utilizando microscopia
confocal de fluorescencia de lapso. Se observo una transferencia directa al
citoplasma celular del ARNsi cargado negativamente a través de la
membrana plasmatica exclusivamente en el lado que mira hacia el catodo.
Observando que cuando se agrega después de la electropulsacion, el ARNsi
era ineficiente para silenciar los genes porque no penetraba en la célula, los
autores concluyeron que el transporte de ARNsi tiene lugar durante el pulso
eléctrico y se debe a la electroforesis a través de los electroporos. El mismo
grupo informo6 también que los pulsos de 0,17 kV/cm — 5 ms, llamados
pulsos de EGT, son mas efectivos en términos de silenciamiento que los
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pulsos de HV mas intensos y menos duraderos (1,3 kV/cm — 0,1 ms). Por
otro lado, mostraron que un procedimiento de doble pulso, que consiste en
un HV seguido de un pulso largo por debajo del umbral de EP, no aumenta
la eficiencia de la transfeccion. En conjunto, su evidencia sugiere que, para
msPEF, los factores clave para una entrega eficiente son el voltaje por
encima del umbral EP y la duracion del pulso.

Para investigar la transferencia de ARNsi a las células en condiciones
similares a los experimentos ps-msPEFs, hemos realizado un conjunto de
simulaciones en las que el sistema estaba sujeto a varios voltajes (ver Tabla
1). Primero electroporamos un parche de bicapa sometiéndolo a un
desequilibrio de alta carga. Una vez que el poro era lo suficientemente
grande (valor arbitrario de ~ 2 nm de radio) bajamos AQs para estabilizarlo
a diferentes radios como en [101]. Estas configuraciones se usaron luego
para comenzar las simulaciones con ARNSsi colocado cerca de la boca del
poro y continuaron al voltaje deseado.

Tabla 1. Radio de poro R y tiempo de cruce tc estimado en voltajes TM especificos
(Um) para las dos moléculas consideradas. El radio del poro (didmetro) se estima
como la distancia minima de lipido a lipido a lo largo de la luz del poro.

Sistema ts (ns) Un (V) R (nm) tc (ns)

POPC _1024+ARNsi 100 0.16 £0.16 2.0+ 0.6 > 100
35 0.55+0.19 33+0.2 325

POPC 1024+Tatl1 40 0.43+£0.16 1.6 0.2 32.8
14 0.70 £ 0.24 2.0+0.1 11.3

ts - tiempo de simulacion; U, - potencial transmembrana creado por el desequilibrio
de carga; R - radio de poro minimo mantenido por una Um dada (ver SM); tc:
tiempo de cruce de la molécula a través del electroporo.

Para los voltajes transmembrana mas bajos Um, el ARNsi se acerco a la
boca de poro grande (~ 4 nm de diametro) y luego comenz6 a deslizarse a
través de ella mientras interactuaba con los grupos de lipidos que la
recubren. Sin embargo, la translocacién completa del ARNip no se produjo
dentro de las primeras 100ns de la ejecucion. En una ejecucion
completamente independiente, repetimos la simulacién manteniendo un
voltaje mas alto, es decir, 0,55 V. La aproximacion del ARNsi, la entrada
en los poros y el deslizamiento en estas condiciones (Fig. 7) fueron
similares a la ejecucion de voltaje mas bajo. Sin embargo, a 0,55 V a pesar
de su anclaje a los grupos de cabeza de los lipidos, ocurrié una translocacion
completa del bafio de agua superior al inferior en ~ 30 ns. Dos factores
contribuyeron probablemente a esta aceleracion. En comparacion con las
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condiciones anteriores, no solo la fuerza electroforética que tira del ARNip
es realmente mayor, sino que el tamafio de poro también aumenta bajo este
voltaje mas alto.

En conjunto, las simulaciones que imitan los experimentos de us-msPEFs
demuestran que la translocacion de ARNsi a través del poro conducido por
la aplicacion de voltajes TM superiores a 0,5 V tiene lugar en la escala de
tiempo de nanosegundos, como se inform¢ para los nsPEFs. Notablemente,
tanto en simulaciones realizadas bajo campo eléctrico o como bajo
desequilibrio de cargas, el ARNsi permanece anclado a la capa inferior de
la membrana después de la translocacion, sin difundirse hacia el interior de
la solucidon en grandes cantidades, incluso si se mantiene el voltaje.

Los experimentos realizados en células de melanoma de raton que
aplican pulsos de ms de largo evidenciaron que ajustar la duracion del pulso
es esencial para una captacion eficaz de ARNsi. De hecho, los autores
encontraron mas efectiva la clase de pulsos EGT (0,17 kV/cm, 5 ms) que la
HV (1,3 kV/cm, 0,1 ms). No se realizé una medicion directa del voltaje TM
durante estos experimentos y los autores suponen que esta alrededor de
0,25V, ya que se observo que el valor umbral de EP siempre es de
aproximadamente 0,20 mV para muchos sistemas celulares diferentes
[112]. Corroborado por nuestros hallazgos, se puede especular que el
transporte de ARNsi cuando estd sujeto a pulsos mas largos podria
facilitarse mediante la formacion de una poblacion de poros con didmetros
mas grandes. Esta poblacion de poros mas grandes permitiria que los ARNsi
fluyan a través del poro y accedan directamente al citoplasma, aumentando
la eficiencia del transporte.

Transporte de Tat11

La translocacion para Tat11 difiere del ARNsi altamente cargado porque
no se producen interacciones especificas entre este péptido y los grupos de
lipidos durante el proceso, lo que resulta en una absorcion mas rapida. Bajo
un voltaje TM U, ~ 0,70 V, la molécula, inicialmente paralela a la
membrana y ubicada cerca de la abertura del poro, primero gira para alinear
su dipolo a lo largo del campo eléctrico local (Fig. 10, t = 0 ns), luego se
desplaza a través del centro del poro con un radio de 2 nm (Fig. 10, t=8
ns), en la misma escala de tiempo informada por el procedimiento nsPEFs
[109]. El Tatl1 llega al bafio inferior donde se difunde libremente (Fig. 8, t
=12 ns). A Um mas bajos (~ 0,43 V) Tatl1 se transloca en 32.8 ns (ver
Tabla 1), presumiblemente como consecuencia de una mayor resistencia del
poro (el radio del poro disminuye a 0,4 nm) y de una reduccion de la deriva
electroforética.
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Considerando un parche de 256 lipidos y aplicando un campo eléctrico
que genera 1,6 V a través de la bicapa, Salomone et al. [109] informaron
que Tatl1 se transloca a través de un electroporo dentro de los 10 ns. Esto
parece inconsistente con nuestros resultados, ya que uno deberia esperar que
bajo nuestras condiciones, es decir, sujeto a un voltaje Um de ~ 0,43 V, el
tiempo necesario para el transporte Tatl1 deberia ser mucho mas largo. De
hecho, si se considera solo la proporcion de electroforesis, la translocacion
de Tatl1 deberia ser tres veces mas lenta con el voltaje mas bajo. Ademas,
una segunda inconsistencia concierne a los tamafios de los poros creados.
De hecho, en [109] el poro creado tiene un radio de ~ 1,7 nm, mucho mas
pequeiio de lo esperado a partir de nuestros resultados: generamos un poro
de radio ~ 1,6 nm bajo Uy ~ 0,43 V (Tabla 1). Recientemente hemos
reportado efectos de tamaio en las simulaciones de la electroporacion de
las bicapas lipidicas, y mostramos especificamente que los parches de 256
lipidos son demasiado pequefios para estudiar la electroporacion: los poros
generados en las simulaciones de MD que utilizan dichos parches son
mucho mas pequefios que los generados con parches mas grandes (1024
lipidos).

Figura 8. El proceso de transporte Tatl1 en tres fotogramas correspondientes a 0,
8y 12 ns. En el panel derecho, la vista superior claramente no muestra interacciones
entre la molécula y las paredes de los poros. Los grupos de cabeza de POPC se
muestran como cuentas de color malva y violeta, las colas como lineas moradas;
los iones de sodio y cloruro estan coloreados en amarillo y gris; Tatl1l es verde
(adaptado de [111]).

A pesar de estas discrepancias, es muy interesante observar que tanto al
aplicar un campo eléctrico como un desequilibrio de cargas, la translocacion
de una molécula pequena cargada como Tatll ocurre en la escala de
decenas de nanosegundos.
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Discusion y perspectivas futuras

Un objetivo actual para mejorar nuestra comprension de la EP es el
desarrollo de una descripcién microscopica integral del fenémeno, lo que
no es una tarea facil debido a las dimensiones a nanoescala del electroporo
y la escala de tiempo corta (nanosegundos) de la creacion de los mismos,
que representan un desafio para la observacion experimental directa. Por
estas razones, las simulaciones de dindmica molecular se han vuelto
extremadamente importantes para estudiar la EP a nivel atomico. En la
ultima década, se han llevado a cabo una gran cantidad de simulaciones de
MD para modelar el efecto de los campos eléctricos en las membranas,
proporcionando quizas el modelo molecular méas completo del proceso de
EP de las bicapas lipidicas.

Nuestra investigacion de la electrotransferencia de pequefias moléculas
cargadas, ARNsi (-42¢) y Tatl1 (+ 8e) a través de un modelo de membrana
celular sujeto a campos eléctricos pulsados de microsegundos (pus-msPEFs)
proporcion6 una nueva vision. Para voltajes transmembrana de unos pocos
cientos de milivoltios, informamos para ARNsi de una translocacion
cruzada completa de un lado de la bicapa al otro dentro en varias decenas
de nanosegundos a pesar de su fuerte anclaje con los grupos de cabeza de
los fosfolipidos zwitterionicos. Tatl1, por otro lado, se transporta (dentro
de ~ 10 ns) sin ninguna interaccion con el poro. Curiosamente, para ambas
moléculas, encontramos que el proceso de transporte tiene lugar en la
misma escala de tiempo (nanosegundos) que con pulsos mucho mas cortos
(nsPEFs) informados previamente. Es importante destacar que que los
experimentos se realizan en células, mientras que nuestra investigacion se
refiere a las bicapas lipidicas. En las células, también se debe considerar el
citoesqueleto y las posibles interacciones con las moléculas, por ejemplo,
con el ARNsi, en su camino hacia el citosol, ralentizando el proceso de
translocacion.

En resumen, hemos disefiado protocolos de MD adecuados para la
caracterizacion del transporte de especies no cargadas y cargadas
impulsadas por ps-msPEF que pueden ayudar a arrojar luz sobre el
mecanismo de absorcion de farmacos a través de las membranas celulares.
Se espera que los estudios sistematicos realizados con este protocolo en
presencia de otros fidrmacos relevantes (por ejemplo, bleomicina) o
colorantes (por ejemplo, yoduro de propidio, YO-PRO, etc.) amplien
drasticamente nuestra comprension del mecanismo de absorcion, y por lo
tanto proporcionen informacién adicional que conduzca a mejoras en las
técnicas experimentales y en su efectividad terapéutica.
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Vale la pena mencionar otro aspecto que también debe considerarse al
estudiar el efecto del campo eléctrico en las células. Hace mas de una
década se sugiri6 que las membranas pueden oxidarse con la
electroporacion. La evidencia experimental indica, en efecto, que los
campos eléctricos pulsados pueden aumentar el grado en que se produce la
peroxidacion de la cadena de acilo lipidico. En particular, se ha demostrado
que la aplicacién de campos eléctricos externos altera la composicion de
fosfolipidos y las propiedades de los liposomas, las vesiculas y células [113-
119]. Se sabe que la presencia de lipidos oxidados dentro de las
biomembranas modifica sus propiedades fisicas y, en particular, su
permeabilidad [120-123]. Por lo tanto, no podemos descartar que la
captacion bajo los experimentos de PEF pueda tener lugar, al menos
parcialmente, a través de la difusion a través de bicapas lipidicas
oxidadas/permeabilizadas y no unicamente a través de los electroporos. Las
simulaciones en esta linea deberian mejorar nuestra caracterizacion del
electro-transporte de moléculas a través de membranas conducidas por
campos eléctricos.
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Estrés eléctrico y permeabilizacién de membrana
a nanoescala y multiescala
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Introduccion

Para utilizar los diversos efectos de los campos eléctricos en los sistemas
bioldgicos, debemos comprender las causas de dichos efectos. En
particular, queremos conocer los detalles de las interacciones entre los
campos eléctricos y las estructuras biomoleculares. Al observar escalas de
tiempo muy cortas (nanosegundos) y eventos uUnicos (estimulos no
repetitivos), reducimos el nimero de perturbaciones a mayor escala y nos
concentramos en perturbaciones reversibles. El andlisis se realiza
principalmente en el dominio del tiempo, pero el contenido espectral del
pulso puede ser importante para algunas aplicaciones.

Por supuesto, algunos efectos importantes de la electropulsacion pueden
ser consecuencia de procesos irreversibles impulsados por exposiciones de
campo eléctrico mas largas (microsegundos, milisegundos). Los estudios de
pulso corto pueden ayudar a diseccionar estos procesos.
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Figura 1. Los linfoblastos Jurkat T nanoelectropulsados se recuperan durante las 2
horas siguientes desde la permeabilizacion inicial con azul de tripan (TB) después
de la exposicion a 50, 20 ns, 4 pulsos de MV/m a 20 Hz.

Aunque el modelado es necesariamente un componente importante de
las investigaciones bioeléctricas, las observaciones experimentales son
fundamentales, y para realizar experimentos bioeléctricos utilizando pulsos
de nanosegundos, uno debe ser capaz de generar y monitorear con
precision los estimulos eléctricos apropiados, un desafio de ingenieria no
trivial. Discutiremos causas y efectos aqui, desde perspectivas cientificas
e ingenieriles, utilizando datos experimentales y simulaciones. Es comun
en la ingenieria eléctrica, y cada vez mas en biologia, atacar un problema
con una combinacion de herramientas de modelado y experimentales. En la
bioelectricidad de nanosegundos, las observaciones (in vitro e in vivo) dan
lugar a modelos (moleculares y continuos), que conducen a la realizacion
de experimentos, que ajustan y calibran los modelos, que retroalimentan
nuevamente a la validacion empirica. Este ciclo de retroalimentacion reduce
las investigaciones de un espacio de parametros muy grande a los rangos
criticos de valores para las variables clave.
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Figura 2. Linea de tiempo que representa la secuencia de eventos después de la
polarizacion eléctrica de un tejido biologico o suspension acuosa de células. Las
propiedades dieléctricas del sistema son importantes en el régimen de sub-
nanosegundos. Durante tiempos mas largos, la distribucion de los campos y
potenciales esta dominada por la migracion de especies cargadas.

Bioelectricidad de nanosegundos

De la teoria hace ya tiempo aceptada que modela a la célula como una
cubierta dieléctrica [1-4] surgi6 la nocion de que los pulsos eléctricos por
debajo de los microsegundos podrian "saltar" la membrana celular,
depositando la mayor parte de su energia dentro de la célula en lugar de en
la membrana plasmatica, la cual es objetivo de los pulsos mas largos. Esta
idea fue investigada experimentalmente a partir de finales de la década de
1990, y aparentemente confirmada [5—6]. Aunque un informe inicial indico
que la ruptura conductiva de membranas conducida por un campo eléctrico
puede ocurrir en tan solo 10 ns [7], y un andlisis tedérico demostrd que los
pulsos con amplitudes de campo superiores a aproximadamente 1 MV/m
produciran potenciales permeabilizadores transmembrana dentro de
aproximadamente 2 ns [8], y un modelo bien fundamentado predijo
"poracion en todas partes" en el régimen de nanosegundos [9], los
procedimientos utilizados para detectar la electroporacion de la membrana
plasmatica (y la pérdida de integridad de la membrana en general)
produjeron resultados negativos para pulsos con duraciones menores que la
constante de tiempo de carga de una célula pequefia en medios tipicos
(<100 ns).
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Figura 3. Intrusion de agua impulsada por el campo eléctrico en una bicapa lipidica
simulada.

Ademas de resaltar las limitaciones de los métodos experimentales
tradicionales para observar la permeabilizacion de la membrana, esta
aparente discrepancia entre el modelo tedrico y los experimentos en
diferentes puntos de observacion se debe a las deficiencias en el propio
modelo de la cubierta dieléctrica, cuando se estudia en escalas de tiempo
por debajo del tiempo de carga de la membrana (de una célula). Los efectos
de frecuencias mas altas asociados con las propiedades dieléctricas de los
medios acuosos de alta permitividad y las membranas bioldgicas de baja
permitividad [10-13] son insignificantes para las condiciones de
electropermeabilizacion que se estudian con mayor frecuencia (pulsos s,
kV/m), pero para pulsos de nanosegundos no pueden ser ignorados.

Varias lineas de evidencia experimental indican que los pulsos eléctricos
de nanosegundos causan cambios en la integridad y organizacion de la
membrana celular.

Permeabilizacion y azul de tripdn. Mientras que permanecen negativos
al yoduro de propidio, el volumen celular de los linfoblastos Jurkat T
expuestos a una serie de 50 pulsos de 20 ns, de 4 MV/m aumenta y se
vuelven permeables al azul de tripan (TB, por sus siglas en inglés) (Figura
1). Con el transcurso del tiempo tras la exposicion al pulso, estas células
débilmente positivas para TB vuelven a ser impermeables al TB.
Observaciones similares han sido reportadas para células de melanoma
murino B16 expuestas a pulsos de sub-nanosegundos (800 ps) con campos
muy altos [14].
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Potenciales transmembrana permeabilizadores de nanosegundos. Las
imagenes de fluorescencia con una tincion sensible al potencial de
membrana indican que se generan potenciales transmembrana
permeabilizadores durante la exposicion a los nanoelectropulsos [15].

Externalizacion de PS inducida por nanoelectropulsos. La pérdida de la
asimetria en la distribucion de fosfolipidos de membrana como resultado de
la externalizacion de fosfatidilserina (PS) ocurre inmediatamente después
de la exposicion a nanoelectropulsos [16], de manera consistente con la
reorganizaciéon de la membrana impulsada directamente por campos
eléctricos de nanosegundos y por un mecanismo en el que los poros de
diametro nanométrico proporcionan un camino de baja energia para la
difusion facilitada electroforéticamente de PS desde la cara citoplasmatica
de la membrana plasmatica a la cara externa de la misma [8].

Las simulaciones vinculan la externalizacion de PS 'y la nanoporacion.
En las simulaciones de electroporacion de dinamica molecular (MD, por sus
siglas en inglés), los poros hidrofilicos aparecen dentro de unos pocos
nanosegundos [17], y la PS migra electroforéticamente a lo largo de las
paredes de los poros hacia el lado de la membrana que mira hacia el &nodo
[18-19], lo que constituye una réplica in silico de observaciones
experimentales en células vivas [20].

Nanoelectropermeabilizacion. La primera evidencia directa de
nanoelectropermeabilizacion se obtuvo al monitorear la afluencia de YO-
PRO-1 (YP1) [21], un indicador mas sensible de permeabilizacion de la
membrana que el ioduro de propidio (PPD) [22]. Evidencia directa
adicional proveniente de experimentos con patch-clamp, que revelan
aumentos duraderos en la conductancia de la membrana después de la
exposicion a pulsos de 60 ns [23-25].

Activacion de células excitables eléctricamente con pulsos de
nanosegundos. Las células excitables eléctricamente proporcionan un
entorno altamente sensible para la biologia de nanoelectropulsos. Las
células cromafines suprarrenales [26] y los cardiomiocitos [27] reaccionan
fuertemente a un solo pulso de 4ns, y se ha demostrado que fibras
musculares responden a un estimulo de 1 ns [28].

La bioelectricidad de nanosegundos y el modelo de apilamiento
dieléctrico. La Figura 2 representa una linea de tiempo de eventos en una
suspension acuosa de células vivas y electrolitos entre dos electrodos
después de que se aplica un pulso eléctrico. Los dipolos de agua se
reorientan dentro de aproximadamente 8 ps. El campo también altera el
equilibrio electro-difusivo entre las especies cargadas y el agua que los
hidrata, con una constante de tiempo que varia de 0.5 a 7 ns, dependiendo
de las propiedades de los medios. Los pulsos mas cortos que el tiempo de
relajacion del electrolito no generan (a menos que el campo sea muy alto)
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suficiente carga interfacial para producir potenciales transmembrana
permeabilizadores. El modelo de corteza dieléctrica en este régimen puede
reemplazarse por un modelo de apilamiento dieléctrico mas simple, en el
que el campo eléctrico local depende solo del campo eléctrico externo
(aplicado) y la permitividad dieléctrica de cada componente del sistema.

Nanoelectropermeabilizacion y modelos continuos. Las simulaciones
de MD en la actualidad proporcionan las tnicas ventanas disponibles a
escala molecular sobre la formacion de electroporos en bicapas lipidicas.
Los modelos actuales funcionan razonablemente bien, pero las
simulaciones de electroporacion atn contienen muchos supuestos y
simplificaciones. Para validar estos modelos, buscamos intersecciones entre
conjuntos moleculares de todos los atomos, representaciones continuas de
suspensiones y tejidos celulares y observaciones experimentales de células
y organismos completos. Por ejemplo, un modelo contintio destacado
supone una relacion exponencial entre el potencial transmembrana y varios
indices de formacion de electroporos [29]. Los resultados de MD en la
Figura 3, que muestran la intrusion de agua en el interior de la membrana
en funcion del campo eléctrico aplicado, demuestran cualitativamente esta
misma relacion no lineal entre campo y la poracion. El desafio es lograr una
congruencia cuantitativa de los coeficientes.

Experimentos y modelos de nanosegundos

Experimentos y modelos moleculares de permeabilizacion de membranas.
La Figura 4 muestra una respuesta simple y directa de las células a la
exposicion al pulso: hinchazon [25, 30, 31]. La electropermeabilizacion de
la membrana celular da como resultado un desequilibrio osmético que es
contrarrestado por la entrada de agua en la célula y un aumento en el
volumen celular. Este fenomeno, iniciado por interacciones electrofisicas
con constituyentes celulares basicos (iones, agua y fosfolipidos) en una
escala de tiempo mucho mas corta (unos pocos nanosegundos) de lo que
generalmente consideran los electrofisidlogos y los bidlogos celulares,
proporciona una conexion simple, directa y bien definida entre
simulaciones y sistemas experimentales. Al correlacionar la cinética
observada de permeabilizacion e hinchazén con las tasas de formacion de
poros y el transporte de iones y agua obtenidos de simulaciones moleculares
y representaciones continuas, estamos mejorando la precision y
aplicabilidad de los modelos.
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Figura 4. Imagenes de contraste de interferencia diferencial (DIC, por sus siglas
en inglés) de linfoblastos Jurkat T antes (A) y 30 s después (B) de la exposicion a
pulsos eléctricos de 5 ns, 10 MV/m (30 pulsos, 1 kHz). Obsérvese la hinchazon, la
formacion de ampollas y la granulacion intracelular y la expansion de las vesiculas,
resultado del desequilibrio osmoético causado por la electropermeabilizacion de la
membrana celular.
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Figura 5. Secuencia de creacion de electroporos. (A) Representacion de dindmica
molecular de una bicapa lipidica POPC. Las pequeiias esferas rojas y blancas en la
parte superior e inferior del panel son 4tomos de oxigeno e hidrégeno en el agua.
Las esferas doradas y azules son los grupos de cabeza fésforo y nitréogeno,
respectivamente, y las esferas grises son oxigenos de acilo fosfolipidos. Para mayor
claridad, no se muestran los 4tomos de las cadenas de hidrocarburos en el interior
de la bicapa. En presencia de un campo eléctrico permeabilizador, aparece una
intrusion de agua (B) y se extiende a través de la bicapa (C). Los grupos principales
siguen al agua para formar un poro hidrofilico (D). La secuencia de formacion del
poro, desde el inicio del puente de agua hasta la formacion del poro revestido de
grupos de cabeza de fosfolipidos, toma menos de 5 ns.

Dinamica molecular y modelos de macroescala (continuum). La Figura
5 muestra los pasos principales en la formacion de un nanoporo impulsada
por el campo eléctrico en una porcion de una simulacion MD tipica de una
bicapa de fosfolipidos. Es parte de un esquema mas amplio para el
desarrollo (y la disolucion) paso a paso de los defectos eléctricamente
conductores que contribuyen al menos en parte a lo que llamamos una
membrana permeabilizada [32]. Estas simulaciones moleculares nos
permiten realizar experimentos virtuales en un amplio espacio de
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parametros actualmente inaccesibles para la observacion directa en la
practica. Aunque todavia no podemos alinear la energética y la cinética
detalladas que se pueden extraer de las simulaciones MD con los resultados
de laboratorio, es posible comparar los datos MD con las predicciones de
los modelos a macroescala utilizados para describir la electroporacion.

La Figura 6 muestra como el tiempo de iniciacion de los poros (tiempo
entre la aplicacion del campo eléctrico permeabilizador y la aparicion de
una columna de agua que abarca la membrana (Fig. 5C)) varia con la
magnitud del campo eléctrico en las simulaciones de MD [32]. El valor del
campo eléctrico en el interior de la membrana, extraido de las simulaciones
integrando la densidad de carga en todo el sistema, se utiliza como una
cantidad normalizadora.
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Figura 6. El tiempo de iniciacion de los electroporos es una funcion no lineal de la
magnitud del campo eléctrico de poracion. El tiempo de inicio de poros (tiempo
requerido para formar el puente de agua que se muestra en la figura 1C) depende
exponencialmente del campo eléctrico aplicado, expresado aqui como el campo
eléctrico observado en el interior de la bicapa lipidica en simulaciones de dindmica
molecular. Las barras de error son errores estandar de la media de al menos tres
simulaciones independientes. Los datos son de las Tablas 4 y 5 de [32].
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Figura 7. lones de sodio y cloruro migrando a través de un nanoporo lipidico en
presencia de un campo eléctrico externo.

Este campo interno de la membrana resulta de la interaccion del campo
externo aplicado con el agua de la interfaz y los dipolos de los grupos de
cabeza de los lipidos, que también crean el gran potencial dipolo encontrado
en el interior de la membrana incluso en ausencia de un campo aplicado
[33]. La disminucion no lineal en el tiempo de iniciacion de los poros con
el aumento del campo eléctrico puede interpretarse como una disminucion
de la energia de activacion para la formacion de las estructuras de iniciacion
de poros descriptas anteriormente. Podemos utilizar resultados de
simulacion como los de la Fig. 6 para conciliar representaciones de
dindmica molecular con modelos continuos, y en ultima instancia, ambos
para experimentar. Por ejemplo, la relacion entre el campo eléctrico y la
tasa de creacion de poros se describe en el modelo de poro estocastico de
Krassowska-Weaver en la siguiente expresion,

K — Ae*E(”st)/kBT , (1)
pore
donde Ko es la velocidad de creacion de poros, A4 es una constante de
velocidad, E(r,V,) es la energia de un poro con radio » al potencial
transmembrana Vy, y ks, y T son la constante de Boltzmann y la temperatura
absoluta [29, 34-36]. Uno de nuestros objetivos es conciliar la tasa de
creacion de poros en (1) con nuestros tiempos de inicio de poros simulados,
conciliando los dos modelos. También estamos en el proceso de validar la
expresion del modelo de poro estocastico para la densidad de poro,

d_N:aeﬂ(A'//i) - N , 2)
dt N,

eq

donde N and N, son poros por unidad de area, valores instantaneos y de
equilibrio, a y f son parametros empiricos del modelo de electroporacion,
y Ay es el potencial transmembrana.
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Se requiere potencia de calculo no solo para permitir simulaciones de
sistemas mas grandes. La gran variabilidad en el tiempo de inicio del poro
indicado por las barras de error en la Fig. 6 significa que las simulaciones
independientes de cada condicion deben repetirse muchas veces para
garantizar resultados validos. (Se ha publicado una sorprendente cantidad
de conclusiones en la literatura existente sobre la base de simulaciones
Unicas).

Debido a la complejidad de todas las estructuras, sistemas y procesos que
comprenden la membrana permeabilizada de una célula viva (el
electropermeoma), una comprension analitica integral de la vida util de la
permeabilizacion (;poro?) sigue siendo un desafio importante tanto para los
modelos como para los enfoques experimentales.

Mejores modelos pueden contribuir también a nuestra comprension de
los problemas practicos en bioelectricidad. Por ejemplo, a pesar de afios de
estudio, persiste la controversia con respecto a los efectos, o la falta de
efectos, de las exposiciones a bajos niveles de campos electromagnéticos
de radiofrecuencia (RF) [37,38]. Parte de la razon del fracaso para
establecer la certeza sobre este tema surge de la dificultad de realizar
experimentos con un nimero suficiente de variables y un numero suficiente
de muestras para generar conjuntos de datos confiables. Con herramientas
de simulacidon precisas, perfeccionadas por la reconciliacion con los
experimentos, podemos explorar el gran espacio de variables y estadistico
en el que pueden producirse efectos biofisicos sospechosos, reduciendo el
rango de objetivos experimentales y centrandonos en los sistemas en los
que los efectos son mas probables y sus mecanismos mas claros.

Experimentos y modelos moleculares de conductancia ionica. Los
primeros y mas directos indicadores de la permeabilizacion de la membrana
por campo eléctrico son los cambios en las propiedades eléctricas, incluido
un aumento en la conductancia de iones [39,40]. Los datos de trabajo
experimental cuidadoso pueden interpretarse como valores medidos
correspondientes a la conductancia de un solo poro [41-44]. Al combinar
modelos continuos de electroporacion con estos datos experimentales y con
valores establecidos para las movilidades y afinidades electroforéticas de
iones entre iones y fosfolipidos, podemos sacar conclusiones sobre la
geometria de los poros y su densidad en un area. Pero la inaccesibilidad
(hasta ahora) de los electroporos de membrana para la observacion directa
y la manipulacion de su estructura fisica nos impide cerrar definitivamente
la brecha entre el modelo y el experimento.

Un método desarrollado recientemente para estabilizar electroporos en
simulaciones de dindmica molecular de bicapas de fosfolipidos [45] permite
la extraccion de la conductancia idnica de estos sistemas modelo y, por lo
tanto, proporciona una conexion nueva e independiente entre modelos y
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experimentos, en este caso de los modelos atdmicamente detallados de los
electroporos lipidicos construidos con dindmica molecular. La figura 7
muestra uno de estos poros estabilizados con iones impulsados por campos
eléctricos que lo atraviesan.

Aunque la magnitud de la conductancia medida en estas simulaciones
depende en gran medida de la exactitud de los modelos de iones y agua y
sus interacciones con la interfaz de la bicapa de fosfolipidos (y hay mucho
margen para mejorar en esta area), los resultados iniciales son consistentes
con las expectativas tanto de modelos continuos como observaciones
experimentales.

Excitacién por pulsos de nanosegundos

Nanoelectroestimulacion de células neurosecretoras y neuromusculares.
La aplicacion de campos eléctricos pulsados en la clinica, particularmente
de electroquimioterapia y electrotransferencia génica, son bien conocidas y
descritas en detalle en otras partes de este curso. Observamos aqui una
posible aplicacion biomédica especificamente de pulsos eléctricos de
nanosegundos, la activacion y modulacion de la actividad de procesos
neurosecretores y neuromusculares, un area que permanece relativamente
inexplorada. La sensibilidad de las células eléctricamente excitables a los
nanoelectropulsos aumenta la posibilidad de que dispositivos de muy baja
energia puedan construirse para diferentes fines (los pulsos de
nanosegundos y de megavolts por metro son sean de alta potencia pero de
baja energia total debido a su breve duracion): Para la regulacion cardiaca
(marcapasos y desfibriladores implantados), para la activacion muscular
remota (dano del nervio espinal), y para la modulacion neurosecretora
(manejo del dolor). La Figura 8 demuestra la activacion funcional de una
célula cromafin suprarrenal después de un solo pulso de 5 ns de 5 MV/m
[46,47].
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Figura 8. Marcaje inmunocitoquimico de dopamina-fB-hidroxilasa (DBH) usando
un anticuerpo anti-DBH junto con un segundo anticuerpo marcado con
fluorescencia. DBH se externaliza por fusion exocitdtica de vesiculas con la
membrana plasmatica. Panel izquierdo, control. Panel central, 2 minutos después
del tratamiento con el estimulante farmacolégico DMPP. Panel derecho, 2 minutos
después de un solo pulso de 5 ns de 5 MV/m.
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Capitulo 7

Electrotransferencia génica in vivo

Maja Cemazar

Instituto de Oncologia, Liubliana, Eslovenia.

Resumen: La electrotransferencia génica consiste en la administracion de
acidos nucleicos (ADN, oligonucleotidos de ARN, etc.) seguida de la aplicacion de
pulsos eléctricos al tejido especifico para permitir la introduccion de acidos
nucleicos a las células y, en consecuencia, la accion terapéutica del material
genético administrado. Debido al tamafio de los acidos nucleicos, los parametros
eléctricos de la electrotransferencia génica varian mucho dependiendo del tejido a
transfectar, del nivel y duracion de expresion deseado, asi como del dafo tisular
acompafiado. Ademas de la optimizacion de parametros eléctricos para una
aplicacion especifica, el disefio de moléculas de ADN o ARN plasmidico también
puede influir en el resultado terapéutico. Los estudios iniciales sobre
electrotransferencia génica se centraron principalmente en la evaluacion de
parametros eléctricos para la transferencia eficiente de genes a diferentes tejidos,
como la piel, los musculos, el higado y tumores, utilizando diversos genes
indicadores que codifican proteinas fluorescentes, como la luciferasa y la
galactosidasa. El campo terapéutico de la electrotransferencia génica se divide
principalmente en dos: vacunacion con ADN y terapia génica contra el cancer. Las
vacunas de ADN contra las enfermedades infecciosas y el cancer, por un lado, y las
terapias genéticas antiangiogénicas e inmunomoduladoras contra el cancer, por el
otro, son las areas predominantes de investigacion. Ademas, hay registrados un
nimero cada vez mayor de ensayos clinicos de administracion de ADN plasmidico
por medio de electrotransferencia, especialmente en EE. UU. Las perspectivas de
la electrotransferencia de genes terapéuticos contra el cancer se encuentran
principalmente en diferentes combinaciones con terapias locales estandar, como la
radioterapia o la electroquimioterapia, con el objetivo de convertir estos
tratamientos locales en sistémicos. Ademas, gran parte del trabajo preclinico se
dedica a la optimizacion de los ADN plasmidicos terapéuticos, el desarrollo de
nuevos electrodos y la evaluacion de parametros eléctricos, lo que conducira a una
mejor planificacion y disefio de ensayos clinicos.
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Introduccion

La aplicacién in vitro de electroporacion para la introduccién de ADN en
las células fue evaluada y probada en 1982 por Neumann et al [1], 6 afios
antes del uso de la electroporacion para la administracion de farmacos
quimioterapéuticos antitumorales (electroquimioterapia) en las células
tumorales [2]. Sin embargo, los estudios in vivo surgieron lentamente y el
primer estudio in vivo fue realizado en 1991 por Titomirov et al [3],
evaluando la utilidad de los pulsos de decaimiento exponencial para la
entrega de genes a la piel del raton. Mas tarde, la transfeccion del cerebro,
el higado, el musculo y tumores utilizando diferentes genes reporteros se
demostrd con éxito utilizando diferentes tipos de pulsos eléctricos [3—7].
Debido a las propiedades fisicoquimicas y al tamafio de los acidos nucleicos
en comparacion con los farmacos quimioterapéuticos pequefios, el
mecanismo de entrada de los acidos nucleicos es diferente al de las
moléculas pequefias. En tejidos, otros parametros relacionados con sus
caracteristicas también influyen en la eficiencia de la transfeccion, como
son el tamafio, la forma y la organizacion de las células, la presencia de
matriz extracelular y la heterogeneidad del mismo (presencia de diferentes
tipos de células en un tejido particular). Ademas, la construccion del
plasmido y su administracion también pueden influir en el nivel de
transfeccion, asi como en su duracion. Por lo tanto, una gran cantidad de
estudios en el campo de electrotransferencia génica in vivo se dedicaron a
la evaluacion de diferentes pardmetros de pulsos eléctricos para diferentes
tipos de tejido, asi como para diferentes aplicaciones (Figura 1).
Actualmente, el uso terapéutico de la electrotransferencia génica se centra
principalmente en dos campos: vacunacion con ADN y terapia génica
contra el cancer [8,9].

Electrotransferencia preclinica de genes reporteros

Los genes reporteros utilizados en estudios preclinicos sobre
electrotransferencia génica codifican principalmente diferentes proteinas
fluorescentes o luciferasa. Ambos permiten visualizar la transfeccion de
tejidos (expresion génica en las células de los tejidos) in vivo utilizando
diferentes tipos de procedimientos de imagenes in vivo, ya sea de todo el
cuerpo o a nivel celular [10,11]. La mayoria de los estudios se realizaron en
musculos y piel, ya que estos tejidos son facilmente accesibles y, por lo
tanto, representan un tejido objetivo obvio para la vacunacion de ADN.
Ademas de la facil accesibilidad para el electrotransferencia génica, las
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células musculares tienen una vida larga y pueden producir cantidades
relativamente altas de proteinas terapéuticas que también se liberan al
torrente sanguineo, actuando sistémicamente. Por otro lado, la piel también
representa un gran tejido objetivo, no solo por su facil accesibilidad, sino
principalmente por las numerosas células inmunes presentes en la piel que
pueden provocar una respuesta inmune efectiva necesaria para la
vacunacion de ADN [12,13] (Figura 2).

Parametros relacionados al tejido:
Tamafio y forma de las células
Organizacién y heterogeneidad del tejido
Presencia de matriz extracelular

o« § ¢

Eficiencia de la transfeccién

Modificacién del
flujo sanguineo
Activacion del
sistema inmune
Daiio al tejido

Resultado terapéutico

Pardmetros relacionados a los
4cidos nucleicos:
Tamaiio del constructo de acido
nucleico
Construccién
Administracién y distribucién

Pardmetros de
electrotransferencia:
Tipo de electrodos

Pardmetros de pulsos eléctricos
Distribucién del campo eléctrico

Figura 1. Diferentes parametros pueden influir en la eficiencia de la transfeccion
y el resultado terapéutico de la electrotransferencia génica.

Como se menciond en la introduccidén, se utilizaron numerosos
parametros de pulsos eléctricos diferentes, ya sean pulsos cortos
(aproximadamente 100 ps) de alto voltaje (en el rango de aproximadamente
1000 V) o largos (hasta 100 ms) de bajo voltaje (hasta unos 100 V). Por otra
parte, incluso se probo una combinacion de pulsos, de alto y bajo voltaje,
que mostrd una mejor transfeccion en la piel y en los musculos en
comparacion con usar un solo tipo de pulsos [14-16]. En los tumores, la
combinacion de pulsos de bajo y alto voltaje no resultd en una mejor
transfeccion [18]. Ademas, se evaluo la influencia de la orientacion y la
polaridad de los pulsos eléctricos en tumores, quedando demostrado que se
obtiene una mayor eficiencia de transfeccion solo cambiando la orientacion
del electrodo, pero no la polaridad del pulso [19].

Los principales tipos de electrodos utilizados en los estudios fueron los
de placas o los agujas y, mas recientemente, también se utilizaron
distribuciones de electrodos no invasivos [15,19,20]. Otros tipos de
electrodos que se probaron para electrotransferencia génica fueron los
electrodos en espatula para la transfeccion de genes al musculo [22] y otros
tipos de electrodos no invasivos, como electrodos sin aguja, meandros y de
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contacto para la transfeccion en la piel [21-24]. La seleccion del electrodo
es muy importante para la distribucion adecuada del campo eléctrico en el
tejido, que es un requisito previo para la transferencia de genes eficaz [24,
25].

Figura 2. Electrotransferencia génica en la piel. A. Inyeccion de ADN plasmidico
por via subcutanea. Se formara una burbuja en la piel. B. Si se utilizan electrodos
de placa, se colocan de manera que la burbuja quede comprendida entre las dos
placas. C. Microscopia confocal intravital de células en piel de raton que expresa
proteina fluorescente DSRED a una profundidad de 30 pm.

Ademas de los parametros eléctricos, el tipo de acido nucleico utilizado
para electrotransferencia también puede afectar la eficiencia de Ia
transfeccion. A saber, se demostré que un ARNSsi mas pequefio puede
atravesar mas facilmente la membrana plasmatica en comparacion con las
moléculas de ADN plasmidico mas grandes, sin embargo, la duracion de la
expresion (o efecto) es mas corta [26-28]. Por lo tanto, el ADN plasmidico
sigue siendo el mas utilizado en estudios de electrotransferencia génica.
Para mejorar la seguridad y el resultado de la transferencia de ADN
plasmidico mediante electroporacion, asi como para minimizar el dafio
tisular no deseado, se construyeron y evaluaron plasmidos con promotores
especificos para el tejido, desprovistos del gen de resistencia a antibidticos
y con restos bacterianos minimos o nulos [29 —32].

Debido al tamafio del ADN plasmidico y la presencia de nucleasas en la
sangre y también en los tejidos, la via de administracion mas adecuada de
ADN plasmidico es la inyeccion local. La distribucion del ADN plasmidico
en diferentes tejidos tiene un marco temporal diferente, por lo tanto,
también es muy importante el momento entre la inyeccion del ADN
plasmidico y la aplicacion de pulsos eléctricos. Para el musculo se demostrd
que deberia ser lo antes posible, mientras que, para tumores, dependiendo
del tipo histologico, puede ser hasta 30 minutos después de la inyeccion del
plasmido [33-35]. Se puede lograr una distribucion mejorada y, en
consecuencia, una mejor eficiencia de transfeccion también mediante el
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pretratamiento de masculos y tumores con enzimas degradantes de la matriz
extracelular, como la hialuronidasa y la colagenasa [36,37].

In vitro, se demostr6é que el tamafio, la orientacion y la forma de las
células influyen en la permeabilizacion de las membranas celulares y, por
lo tanto, también en la eficiencia de la transfeccion. Lo mismo también es
valido in vivo. Los tejidos con una estructura mas organizada, como el
musculo, son mas faciles de transfectar que el tejido altamente heterogéneo,
como los tumores [16]. Ademas, en los tumores con células grandes se
obtuvo una mayor eficiencia de transfeccion en comparaciéon con los
tumores con células mas pequenas [38-41].

La importancia de una cuidadosa seleccion del ADN plasmidico y de los
parametros eléctricos para una aplicacion especifica, fue reforzada
recientemente por experimentos que demuestran que la electrotransferencia
génica de plasmidos desprovistos de gen terapéutico puede inducir la
regresion completa de tumores y que los sensores de ADN citosoélico que
activan la respuesta inmune innata se regulan de manera ascendente después
de la electrotransferencia génica [42]. La inflamacion y la induccion de la
respuesta inmune se demostré también para la transfeccion en tejido
muscular y en la piel [41-43].

Electrotransferencia génica preclinica y clinica de genes
terapéuticos

Los estudios preclinicos que utilizan genes terapéuticos se enfocaron
principalmente a la evaluacién de la electrotransferencia génica para la
vacunacion de ADN o el tratamiento de diversas enfermedades, como el
cancer, donde las terapias se dirigen directamente a las células tumorales o
tienen como objetivo aumentar la respuesta inmune del organismo contra
dichas células.

En general, la terapia génica se puede realizar utilizando dos enfoques
diferentes. El primero es la terapia génica ex vivo, donde las células,
incluidas las células madre, se extraen del paciente, se transfectan in vitro
con el plasmido o el vector viral, se seleccionan, amplifican y luego se
reinyectan nuevamente en el paciente. El otro enfoque es la terapia génica
in vivo, donde el ADN exdgeno se administra directamente al tejido diana
del huésped para la liberacion local de la molécula, por ejemplo,
directamente al tumor o al tejido peritumoral, y para la liberacion sistémica,
se realiza la transfeccion en el musculo esquelético segin el tipo de
moléculas y la intencidn del tratamiento [45].
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La eclectrotransferencia génica se utilizo por primera vez para la
vacunacion con ADN en 1996 [46]. Actualmente, se estan realizando
numerosos estudios, que utilizan electrotransferencia génica principalmente
en musculos y piel para la vacunacion de ADN contra enfermedades
infecciosas, artritis, esclerosis multiple ¢ inflamacion. Ademas, se estan
llevando a cabo varios ensayos clinicos contra enfermedades infecciosas,
como el VIH y la hepatitis. La electrotransferencia génica de ADN
plasmidico provoco la estimulacion de ambos brazos del sistema inmune
adaptativo, humoral y celular [8,9].

En la terapia génica contra el céncer, la electrotransferencia génica
directamente en el tumor facilita la produccion intratumoral local de
proteinas terapéuticas, lo que permite una concentracion terapéutica
suficiente y, por lo tanto, el resultado terapéutico. Esto es especialmente
importante en el caso de las citoquinas, donde las altas concentraciones
sistémicas estan asociadas con una toxicidad severa.

La primera prueba de electrotransferencia génica intratumoral para el
tratamiento del cancer se realiz6 en 1999, 3 afios después del primer estudio
de vacunacion con ADN, en un modelo murino de melanoma [47]. Desde
entonces, una variedad de genes terapéuticos, que codifican principalmente
citoquinas, pero también proteinas supresoras de tumores, moléculas de
ARN:Ssi contra diversos objetivos, como los oncogenes, se han probado en
numerosos modelos animales de tumores. En general, los resultados de los
estudios preclinicos indican que la electrotransferencia génica intratumoral
permite una expresion transgénica eficiente con suficiente produccion de
proteinas terapéuticas, lo que puede conducir a una regresion tumoral
completa y, en algunos casos, a la induccion de inmunidad antitumoral a
largo plazo en los animales tratados.

Algunos de los efectos antitumorales mas significativos hasta la fecha en
la terapia génica contra el cancer se han logrado con el empleo de
inmunoterapia no especifica activa, es decir, el uso de citoquinas. La
electrotransferencia génica de genes que codifican diferentes citoquinas, ha
mostrado resultados prometedores en ensayos preclinicos en diferentes
modelos animales de tumores. Los genes de citoquinas que mostraron el
mayor potencial para la terapia contra el cancer son interleucina (IL) -2, IL-
12, IL-18, interferon (IFN) a y GM-CSF [47-52]. Actualmente, la terapia
mas avanzada estad utilizando IL-12, que juega un papel importante en la
induccion de la respuesta inmune celular a través de la estimulacion de la
diferenciacion de linfocitos T, la produccion de IFN-y y la activacion de
células natural killer [54]. El efecto antitumoral de la electrotransferencia
del gen de la IL-12 ya se ha establecido en varios modelos tumorales, por
ejemplo, en melanoma, linfoma, carcinoma de células escamosas,
carcinoma de vejiga, adenocarcinoma mamario y hepatocarcinoma [53].
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Los resultados de los estudios preclinicos muestran que, ademas de la
regresion del tumor en sitios primarios y distantes, la electrotransferencia
con el gen de la IL-12 también promueve la induccion de memoria
antitumoral a largo plazo y de inmunidad terapéutica, suprime la
diseminacion metastasica y aumenta el tiempo de sobrevida de los animales
de experimentacion [53]. A nivel preclinico, la electrotransferencia génica
con genes suicida en tumores también se empled contra el céncer, el
reemplazo de terapias oncogénicas, la introduccion de genes supresores de
tumores de tipo salvaje, etc. [47,54-56]. Otro enfoque en la terapia génica
del cancer, que actualmente se esta investigando ampliamente, se basa en la
inhibicion de la angiogénesis de los tumores. El concepto basico de la
terapia génica antiangiogénica es la transfeccion de células con genes, que
codifican inhibidores de la angiogénesis tumoral. Se demostrdo que la
electrotransferencia de plasmidos que codifican factores antiangiogénicos
(angiostatina y endostanina) es efectiva en la inhibicion del crecimiento
tumoral y la diseminacion metastasica de diferentes tumores [57-59].
Recientemente, se evalu6 el enfoque de interferencia de ARN, utilizando
una molécula de ARNsi contra endoglina, que es un correceptor del factor
de crecimiento transformante y se produce en exceso en células endoteliales
activadas y también en ciertas células tumorales. La electrotransferencia
génica de moléculas de ARNsi o de shARN contra la endoglina dio como
resultado un efecto vascular dirigido en tumores mamarios, asi como un
efecto antitumoral y antivascular en tumores de melanoma que expresan un
alto nivel de endoglina [60,61].

El tejido muscular, ademas de en la vacunacion con ADN, se usa también
como tejido diana debido a la posibilidad de alta produccién y secrecion de
proteinas terapéuticas. La electrotransferencia génica al misculo se evalud
con el objetivo de tratar diversas enfermedades musculares, para la
secrecion local de factores angiogénicos o neurotroficos o para la secrecion
sistétmica de diferentes proteinas terapéuticas, como la eritropoyetina,
factores de coagulacion, citoquinas, anticuerpos monoclonales, etc. [62—64
] En la terapia génica contra el cancer, la electrotransferencia génica del
ADN plasmidico que codifica las citoquinas IL-12, IL-24 y factores
antiangiogénicos se evaluo6 con resultados alentadores.

Los estudios clinicos sobre electrotransferencia génica con ADN
plasmidico que codifica la citocina IL-12 en pacientes con melanoma, asi
como en pacientes veterinarios, son prometedores para un mayor desarrollo
de esta terapia [65,66]. En un estudio clinico en humanos, 24 pacientes con
metastasis subcutaneas de melanoma maligno fueron tratados 3 veces. La
respuesta a la terapia se observo en ndédulos tumorales tratados y distantes
no tratados. En el 53% de los pacientes se observo una respuesta sistémica
que resultd en una respuesta clasificada (segun criterios de la OMS) como
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enfermedad estable o como respuesta objetiva. El principal efecto adverso
fue dolor transitorio después de la aplicacion de pulsos eléctricos. En las
biopsias posteriores al tratamiento, se observo necrosis tumoral e
infiltracion de células inmunes. Este primer ensayo clinico en humanos
tratados con electrotransferencia del gen IL-12 en el melanoma metastasico
demostré que esta terapia es segura y efectiva [66]. En oncologia
veterinaria, 8 perros con mastocitoma fueron tratados con
electrotransferencia del gen IL-12. Se obtuvo un buen efecto antitumoral
local con una reduccidn significativa del tamafio de los tumores tratados,
que oscila entre el 15% y el 83% (media del 52%) del volumen inicial del
tumor. Ademas, se observo un cambio en la estructura histologica de los
nodulos tratados como una reduccion en el mimero de mastocitos malignos
y la infiltracion de células inflamatorias de los tumores tratados. Ademas,
se detecto la liberacion sistémica de IL-12 e IFN-y en perros tratados, sin
ningun efecto secundario local o sistémico [67].

Una vez mas, los datos sugieren que la terapia intratumoral con
electrotransferencia del gen IL-12 podria usarse para controlar la
enfermedad local y sistémica.

Por ejemplo, los resultados de la electrotransferencia intramuscular del
gen IL-12 en pacientes caninos indican que es un procedimiento seguro, que
puede provocar la expresion sistémica de hIL-12 y posiblemente
desencadenar la respuesta de IFN-y en pacientes tratados, lo que lleva
periodos prolongados libres de enfermedad y supervivencia de los animales
tratados [68].

Perspectivas

En oncologia, los tratamientos ablativos locales son muy efectivos, sin
embargo, carecen de un componente sistémico. Por lo tanto, se dedica
mucho esfuerzo al desarrollo de tratamientos, que actuarian sistémicamente
0 que agregarian un componente sistémico al tratamiento local. Con el
avance del conocimiento en inmunologia tumoral, se desarrollaron nuevas
terapias inmunomoduladoras para el tratamiento del cancer y actualmente
se combinan con el tratamiento estandar con gran éxito. La vacunacion con
ADN vy las terapias de genes inmunoestimuladores con citoquinas tienen
como objetivo estimular la inmunidad antitumoral y, por lo tanto, son
buenos candidatos para combinarse con las terapias locales [68,69].

Varios estudios que combinan la electroquimioterapia o la radioterapia
con electrotransferencia génica se han probado preclinicamente. La terapia
inmunogénica mas prometedora que ya alcanzé ensayos clinicos en
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oncologia veterinaria y humana es la electrotransferencia génica de 1L-12.
En los estudios preclinicos, la electrotransferencia del gen IL-12 se combind
con electroquimioterapia y radioterapia en diferentes modelos tumorales.
La electrotransferencia intramuscular de genes de IL-12 combinada con
electroquimioterapia con cisplatino aument6 el porcentaje de respuestas
completas de fibrosarcomas SA-1 al 60% en comparacion con el 17% de
respuesta completa después de la electroquimioterapia sola [71]. Cuando se
combind con radioterapia, incluso se obtuvo una respuesta completa del
100% de los tumores LPB [72]. La electrotransferencia intratumoral del gen
IL-12 result6 en un factor modificador de la dosis de radiacion de ~ 2.0 [73].

Clinicamente, solo se realizaron algunos estudios en perros con tumores
espontaneos, combinando electroquimioterapia (con bleomicina o
cisplatino) y la electrotransferencia del gen IL-12 con aplicacion
intratumoral o peritumoral [73-76]. Los resultados de estos estudios
clinicos son muy prometedores y se esperan mas estudios prometedores
también en oncologia humana.

La electrotransferencia génica tiene un gran potencial para su desarrollo,
lo que podria conducir a nuevos ensayos clinicos tanto en la vacunacion con
ADN como en la aplicacion de terapia génica. El disefio del plasmido es
crucial para la sintesis y el efecto apropiado de la proteina terapéutica, por
lo tanto, la investigacion se centra en la optimizacion de los codones, el uso
de varios promotores (especificos de tejido e inducibles), la incorporacion
de diversos motivos inmunoestimuladores en la secuencia del plasmido y el
uso de plasmidos desprovistos del gen de resistencia a antibidticos
cumpliendo con las exigencias de las agencias reguladoras. Ademas,
factores fisicos como la temperatura elevada, también pueden conducir a un
electrotransferencia de genes mejorada. Se evaluan nuevos tipos de
electrodos, como microagujas y conjuntos de electrodos no invasivos con
parametros cuidadosamente seleccionados de pulsos eléctricos, que
conduciran a un electrotransferencia de genes eficiente con minimos efectos
secundarios y molestias para los pacientes.
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Electrotransferencia de vacunas de ADN

Véronique Préat and Gaélle Vandermeulen

University of Louvain, Bruselas, Bélgica

Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN son una estrategia atractiva para inducir memoria
inmune. Los plasmidos bacterianos se construyen y optimizan para expresar
in vivo una proteina que inducird una respuesta inmune. Los estudios
preclinicos han demostrado que los antigenos que codifican el ADN
plasmidico proporcionan proteccion en animales pequefios y, en menor
medida, en animales grandes para una amplia gama de enfermedades, por
ejemplo, infecciones virales y bacterianas, asi como vacunas terapéuticas
contra el cancer. Varias vacunas de ADN han sido autorizadas para uso
veterinario o estan en ensayos clinicos para uso humano.

Las vacunas de ADN comprenden varios elementos clave. Se inserta un
promotor previo a la secuencia del antigeno de interés para impulsar la
expresion en células de mamiferos tras el cual se sitia una sefial de
poliadenilacion. La produccion de ADN plasmidico requiere la presencia
de un origen de replicacion y de un marcador especifico capaz de
seleccionar bacterias que contienen plasmidos después de la transformacion
y durante el proceso de amplificacion. El uso de genes de resistencia a
antibioticos como marcadores de seleccion para la produccion de plasmidos
plantea problemas de seguridad con las autoridades reguladoras, por lo que
ha surgido una nueva generacion de esqueletos de plasmidos desprovistos
de estos genes.

Las vacunas de ADN son atractivas debido a su estabilidad, bajo costo,
facil produccion y capacidad para inducir una respuesta inmune amplia. Al
permitir la expresion in vivo del antigeno por las células transfectadas, las
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vacunas de ADN aseguran una semejanza mas cercana al antigeno que las
proteinas recombinantes, ya que presentan la glucosilacion de mamiferos y
otras modificaciones postraduccionales. Son capaces de estimular los tres
brazos de inmunidad adaptativa: anticuerpos, células T auxiliares (Th) y
linfocitos T citotoxicos (CTL, por sus siglas en inglés) y contribuyen a la
estimulacion de la inmunidad innata. El perfil de seguridad de las vacunas
de ADN generalmente se considera bueno y no se ha informado ni de
integracion observable del ADN en el genoma del huésped ni de
autoinmunidad en ensayos clinicos en humanos.

Varios estudios demostraron la robustez plasmidos de ADN que
codifican antigenos patdgenos y tumorales que provocan una respuesta
inmune. Las vacunas de ADN inducen una respuesta predominantemente
Thl, una respuesta CTL y anticuerpos, pero se ha demostrado que tanto la
ruta de administracién como el método de administracion influyen en el tipo
y la magnitud de la respuesta inmune. Para provocar respuestas de CTL, el
antigeno debe estar presente en el citoplasma de las células presentadoras
de antigeno (APC, por sus siglas en inglés). La proteina es producida
directamente por la APC transfectada o la alcanza a través de la endocitosis
que ella misma hace cuando la proteina es producida por otras células
transfectadas (presentacion cruzada). Los péptidos derivados de la
degradacion de proteinas se unen al complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, por sus siglas en inglés) clase [ o clase II. La asociacion de péptidos
a MHC clase I estimula CTL mientras que la unién a MHC clase II estimula
las células Th. Aunque las vacunas de ADN se desarrollaron inicialmente
para introducir el antigeno en la ruta de procesamiento de MHC de clase |
para inducir CTL, también se ha demostrado que generan respuestas
protectoras de anticuerpos: una proteina transmembrana o secretada puede
activar las células B para la produccion de anticuerpos.

En los tltimos afios, se han realizado muchos esfuerzos para mejorar su
inmunogenicidad y potencial clinico basdndose en el uso de
electroporacion, optimizacion de codones de las construcciones de
plasmidos o administracion conjunta de adyuvantes.

Administracion de vacunas de ADN por electroporacion

Incluso si las vacunas de ADN plasmidico desnudo inyectadas en el
musculo pueden inducir una respuesta inmune, generalmente se induce una
respuesta de magnitud relativamente baja en especies de gran tamaifio.
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La electroporacion resuelve dos limitaciones de la pobre
inmunogenicidad de las vacunas de ADN. (i) Al inducir una
permeabilizacion transitoria de la membrana y al promover la electroforesis
del ADN cargado negativamente, facilita la absorcion de ADN en las
células huésped. De este modo, la expresion del antigeno se potencia
fuertemente, generalmente en dos 6rdenes de magnitud, en el musculo o la
piel. (i) Al crear un bajo nivel de inflamacion en el sitio de inyeccion /
electroporacion, mejora el reclutamiento de APC.

En consecuencia, la administracion de vacunas de ADN mediada por
electroporacion mejora hasta 100 veces la respuesta inmune provocada en
comparacion con la inyeccion del ADN solamente. Es una estrategia util
para aumentar la respuesta humoral y celular en animales pequefios y
grandes, incluidos los primates. Una revision de los estudios preclinicos
indica que la vacunacion de ADN mediada por electroporacion induce
respuestas celulares duraderas y robustas caracterizadas por la induccion de
CTL, interferon e interleucina-2 por las células T CD4 + y CD8 +. Los
anticuerpos generalmente son detectables. La combinacion con adyuvante
(por ejemplo: Estimulacion de TLR-9 por CpG o interleucina-12) aumenta
la potencia de la vacunacién con ADN.

Se han investigado dos organos principales para la inmunizacion con
ADN por electroporacion. La piel es un 6rgano inmunocompetente con
muchas APC residentes, por ejemplo, las células de Langerhans cubren
aproximadamente el 20% de la superficie de la piel, es de facil acceso y la
expresion de proteinas se limita a unas pocas semanas. Por otro lado, el
musculo induce una expresion a largo plazo y mas fuerte de la proteina
codificada por el plasmido, pero contiene pocas APC. La mayoria de los
estudios preclinicos indican que se observa una respuesta humoral mas
fuerte después de la electrotransferencia de ADN intramuscular que
intradérmica.

Varias vacunas de ADN mediadas por electroporacién se encuentran
actualmente en ensayos clinicos como vacunas terapéuticas contra el cancer
(por ejemplo, contra melanoma o cancer de prostata) y enfermedades
infecciosas cronicas (por ejemplo, VIH, VHC). Datos de estudios que atin
no se han completado sugieren que la vacunacién mediada por
electroporacion es bien tolerada y mejora la potencia de las vacunas de
ADN. Los electroporadores también se han optimizado para mejorar la
respuesta inmune y/o mejorar la comodidad del paciente al recibir el
tratamiento.
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Resumen: La electroquimioterapia consiste en la administracion de un farmaco
quimioterapéutico seguido de la aplicacion de pulsos eléctricos al tumor, para
facilitar la captacion del farmaco en las células. Actualmente solo se utilizan dos
quimioterapéuticos en electroquimioterapia, la bleomicina y el cisplatino, para los
cuales resulta dificil el transporte a través de la membrana plasmatica sin
electroporacion de por medio. Ademas de estos dos farmacos, también se usa
calcio, tratamiento que se denomina electroporacién con calcio. Los estudios
preclinicos establecieron los parametros del tratamiento, la ruta de administracion
del farmaco y demostraron su efectividad en varios modelos experimentales de
tumores. Basada en los mecanismos de accion conocidos, la electroquimioterapia
se ha probado con éxito en la clinica y ahora es un tratamiento estandar de tumores
cutaneos y metastasis. La electroquimioterapia como plataforma tecnoldgica se esta
comenzando a utilizar para el tratamiento de tumores mas grandes y profundos.
Con nuevos electrodos y nuevos electroporadores, se estan realizando ensayos
clinicos para el tratamiento de tumores primarios y metastasis hepaticas y
pancreaticas, metastasis 6seas, sarcomas de tejidos blandos, asi como metéstasis
cerebrales, tumores de es6fago y de recto.

Introduccion

La electroquimioterapia consiste en la administracion de un farmaco
quimioterapéutico seguido de la aplicacion de pulsos eléctricos al tumor,
para facilitar la absorcion del farmaco en las células. Los protocolos de
electroquimioterapia se optimizaron en funcion de estudios preclinicos in



152 Gregor Sersa

vitro e in vivo, y se esclarecieron los mecanismos basicos, como la
electroporacion de las células, el atrapamiento de farmacos en el tumor (por
el fenomeno de bloqueo vascular), el efecto disruptor vascular y la
implicacion de la respuesta inmune. En base a todos estos datos, la
electroquimioterapia con bleomicina y cisplatino se llevo rapidamente a
ensayos clinicos. Hasta hoy, la electroquimioterapia se ha extendido en
Europa a 160 centros oncologicos. En la linea de tiempo del desarrollo de
la electroquimioterapia, los hitos de su desarrollo son: el primer estudio
multicéntrico (ESOPE), y las primeras pautas de procedimiento
estandarizadas (SOP, por sus siglas en inglés), el desarrollo de nuevos
electrodos, y finalmente la inclusion en las guias para el tratamiento de
tumores en diferentes paises de Europa (Fig.1). Varias revisiones sobre
electroporacion y sus aplicaciones en biomedicina y practica clinica han
sido publicadas [1-4].

Electroquimioterapia Clinica

Era Pre-ESOPE Era Post-ESOPE
configuracion del Introduccion, confirmacion y desarrollo de la electroquimioterapia en la practica clinica
protocolo para EP
. = r—
’O' \..— S ‘ | ECT estandar* (electrodos de geometria fija para ECT)
o | \
5 / " .
L= R [ ECT con electrodos de geometria variable (Agujas largas)
\ ﬂ_ fffﬂ l ECT endoscépica
zoo«ws P
i
Primeras ‘ Estudio ESOPE y ECT con electrodos de geometria  n.cvas indicaciones Recomendaciones Guias ESOPE
aplicaciones Gunas ESOPE* [4] variable clinicas para mejorar la actualizadas* [5]
clinicas (estandarizacién de >  Tumores profundos (tumores superficiales, calidad de los
1.2] los iento: v oseas [27.41] cancer ginecologico)  estudios dlinicos [112] Primer ensayo en
para el tratamiento ¥ tumores de tejidos [8-9,118-119] Estrategias humanos para el
de tumores. blandos [43,44] combinatorias tratamiento de
° superficiales] v' tumores de higado [31- ¥ Inmunoterapia cancer de
p 36] [80-82] esofago [63]
v cancer de pancreas [45- v GET, CaEP [95]
v=1*R0O 46] v Radioterapia v=] *R1
V= > Planificacion de tratamiento / guia [100-1] v's=
por imagenes [19,22,23,25]

Figura 1. Desarrollo y cronograma de la electroquimioterapia clinica. Leyenda: EP
= electroporacion; ESOPE = Procedimientos operativos estdndar europeos de
electroquimioterapia; GET = electrotransferencia de genes; Tx =tratamiento. Con
permiso de (4).

ESTUDIOS PRECLINICOS

Estudios in vitro
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La electroporacion demostrd ser efectiva para facilitar el transporte de
diferentes moléculas a través de la membrana plasmatica para en estudios
bioquimicos y farmacoldgicos. Sin embargo, cuando se usan
quimioterapéuticos, este transporte facilitado aumenta la acumulacion
intracelular de farmacos con el objetivo de aumentar su citotoxicidad. La
electroporacion solo puede facilitar el transporte de un farmaco a través de
la membrana celular cuando es poco o nada penetrante. Los candidatos
adecuados para la electroquimioterapia se limitan a aquellos farmacos que
son hidrofilicos y/o carecen de un sistema de transporte en la membrana.
Se probaron varios farmacos quimioterapéuticos in vitro para su posible
aplicacion en combinacidon con electroporacion. Entre los farmacos
probados, solo dos fueron identificados como candidatos potenciales para
la electroquimioterapia de pacientes con cancer. El primero es la
bleomicina, que es hidrofilica y tiene un transporte muy restringido a través
de la membrana celular, pero su citotoxicidad puede potenciarse varias
veces por electroporacion. Unos pocos cientos de moléculas internalizadas
de bleomicina son suficientes para matar la célula. El segundo es el
cisplatino, cuyo transporte a través de la membrana celular también se ve
obstaculizado. Los primeros estudios sugirieron que el cisplatino se
transporta a través de la membrana plasmatica principalmente por difusion
pasiva, mientras que estudios recientes han demostrado que los
transportadores que controlan la homeostasis intracelular de cobre estan
significativamente involucrados en la entrada (Ctrl) y la salida (ATP7A y
ATP7B) del cisplatino [5]. La electroporacion de la membrana plasmatica
permite un mayor flujo y acumulacion de farmaco en las células, lo que
resulta en un aumento de la citotoxicidad del cisplatino hasta 80 veces [6—
8]. Estos datos preclinicos prometedores obtenidos in vitro en varias lineas
celulares diferentes han allanado el camino para probar estos dos fArmacos
in vivo en diferentes modelos tumorales. Recientemente se ha demostrado
que el calcio es un farmaco adecuado para la electroquimioterapia. Su
citotoxicidad aumenta, el método se llama electroporacion con calcio [9].

Estudios in vivo

La bleomicina y el cisplatino se probaron en un protocolo de
electroquimioterapia en modelos animales in vivo (Fig. 2). Se realizaron
amplios estudios en diferentes modelos animales con diferentes tipos de
tumores, ya sea transplantados o espontaneos [6—8,10].

En estos estudios, se determinaron diferentes factores que controlan la
efectividad antitumoral:



154  Gregor Sersa

+» Los farmacos pueden administrarse por diferentes vias, pueden
inyectarse o bien de forma intravenosa o bien intratumoralmente. El
requisito previo es que, en el momento de la aplicacion de los pulsos
eléctricos al tumor, una cantidad suficiente de farmaco esté presente en
el mismo. Por lo tanto, después de la administracion intravenosa del
farmaco en pequeios animales de laboratorio (por ejemplo, 4 mg/kg de
cisplatino o 0,5 mg/kg de bleomicina), solo se necesitan unos pocos
minutos para alcanzar la concentracion maxima de farmaco en los
tumores. Después de la administracion intratumoral, este intervalo es
aun mas corto y la aplicacion de pulsos eléctricos debe seguir a la
administracion del medicamento lo antes posible (dentro del primer
minuto) [6-8].

% Se puede lograr una buena efectividad antitumoral mediante una buena
electroporacion del tejido. La electroporacion de la membrana
plasmatica se obtiene si la célula se expone a un campo eléctrico
suficientemente alto. Esto depende de la distribucion del campo
eléctrico en el tejido que esta controlada por la geometria del electrodo
y la composicion del tejido. La distribucion del campo eléctrico en el
tejido y por lo tanto la electroporacion pueden mejorarse rotando el
campo eléctrico. Los tumores superficiales pueden tratarse eficazmente
con electrodos de placa, mientras que, para las partes mas profundas del
tumor, la distribucion adecuada del campo eléctrico se garantiza
mediante el uso de electrodos de aguja [11-13].

+¢ La efectividad antitumoral depende de la amplitud, nimero, frecuencia
y duracion de los pulsos eléctricos aplicados. Varios estudios en los que
se usaron electrodos de placa paralela para tumores superficiales
mostraron que se necesita una relacion de voltaje sobre distancia
superior a 1000 V/cm para la electroporaciéon del tumor y que por
encima de 1500 V/cm se produjeron cambios irreversibles en los tejidos
normales adyacentes al tumor. Para otros tipos de electrodos, la
distribucioén del campo eléctrico y, por lo tanto, también la amplitud
necesaria de los pulsos eléctricos, deben determinarse mediante
calculos numéricos. Las frecuencias de repeticion de los pulsos para la
electroquimioterapia son de 1 Hz o 5 kHz con el mismo efecto si la
concentracion del farmaco presente en el tumor es lo suficientemente
alta. El nimero minimo de pulsos utilizados es 4; la mayoria de los
estudios utilizan 8 pulsos eléctricos de 100 ps [12,14-16].

Todos los experimentos realizados in vivo en animales proporcionaron
datos suficientes para demostrar que la electroquimioterapia con bleomicina
o cisplatino es efectiva en el tratamiento de tumores solidos, utilizando
concentraciones de farmacos que no tienen o tienen un efecto antitumoral
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minimo sin la aplicacion de pulsos eléctricos. Un solo tratamiento por
electroquimioterapia ya induce una regresion parcial o completa de los
tumores, mientras que el tratamiento con bleomicina o cisplatino solo o la
aplicacion de pulsos eléctricos solo tiene un efecto antitumoral minimo o
nulo.

Generador de pulsos eléctricos
Pulsos eléctricos: 8 x 0.1 ms; 1300 V/cm

Electrodos (placas o agujas)

Inyeccién intratumoral o
intravenosa del firmaco

Figura 2. Protocolo de electroquimioterapia de tumores experimentales presentado
esquematicamente. El farmaco se inyecta por via intravenosa o intratumoral a dosis
que generalmente no ejercen un efecto antitumoral. Después de un intervalo que
permite la suficiente acumulacion del fairmaco en los tumores, se aplican pulsos
eléctricos al tumor mediante electrodos de placa o aguja. Los electrodos se colocan
de tal manera que todo el tumor queda abarcado entre los electrodos,
proporcionando una buena distribucion del campo eléctrico en los tumores para una
electroporacion Optima todas las células tumorales.

Mecanismos de accion

El mecanismo principal de la electroquimioterapia es la electroporacion
de las células presentes en los tumores lo que aumenta la efectividad del
farmaco al permitir que éste alcance el objetivo intracelular. Esto se
demostrd en estudios que midieron la acumulacion de farmaco intratumoral
y la cantidad de farmaco unido al ADN. Bésicamente, las cantidades de
bleomicina y cisplatino en los tumores electroporados fueron hasta 2-4
veces mayores que en aquellos sin aplicacion de pulsos eléctricos [6-8].
Ademas de la electroporacion de membrana, que facilita el transporte del
farmaco y su acumulacion en la célula, se describieron otros mecanismos
que intervienen en la efectividad antitumoral de la electroquimioterapia. La
aplicacion de pulsos eléctricos a los tejidos induce una reduccion transitoria,
pero reversible, del flujo sanguineo [17,18]. La restauracion del flujo



156  Gregor Sersa

sanguineo en el tejido normal es mucho mas rapida que en los tumores
[19,20]. El bloqueo vascular en el tumor induce el atrapamiento del farmaco
en su interior, proporcionando mas tiempo para que el farmaco actue.

El efecto citotoxico de la electroquimioterapia no se limita solo a las
células tumorales. La electroquimioterapia también actiia sobre las células
del estroma, incluidas las células endoteliales de los vasos tumorales, que
sufren la muerte celular [20]. En consecuencia, por la accion disruptiva
vascular de la electroquimioterapia, se produce una cascada de muerte de
células tumorales debido a la hipoxia de larga duracidon en los vasos
afectados. Esto representa otro mecanismo mas involucrado en la
efectividad antitumoral de la electroquimioterapia, es decir, un efecto
disruptor vascular [21-23]. Esta accion disruptiva vascular de la
electroquimioterapia es importante en situaciones clinicas donde los
tumores hemorragicos necesitan ser tratados [24].

Se observdo una diferencia en la efectividad antitumoral de la
electroquimioterapia entre animales experimentales inmunocompetentes e
inmunodeficientes, lo que indica la implicacion de la respuesta inmune en
la eficacia antitumoral [25]. Debido al desprendimiento masivo de
antigenos tumorales en los organismos después de la electroquimioterapia,
la inmunidad sistémica puede inducirse y regularse por un tratamiento
adicional con modificadores de la respuesta biolégica como IL-2, IL-12,
GM-CSF y TNF-a [25-30].

En resumen, el protocolo de electroquimioterapia se optimizé en
estudios preclinicos in vitro e in vivo, y ademds se dilucidaron los
mecanismos basicos. Ademas de la electroporacion de las células, también
se demostré el bloqueo vascular que conduce al atrapamiento del farmaco
en los tumores, un efecto disruptor vascular y la implicacion de la respuesta
inmune. Sobre la base de todos estos datos, la electroquimioterapia con
bleomicina y cisplatino progresé rapidamente a ensayos clinicos y ahora se
utiliza de forma rutinaria en oncologia humana y veterinaria.
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Figura 3: Mecanismos basicos de la electroquimioterapia; efecto citotdxico directo
e indirecto, disrupcion vascular e inmunomodulacion. Con permiso de [3].
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Estudios clinicos

El primer estudio clinico se publicé en 1991 realizado sobre los noédulos
tumorales en cabeza y cuello [31], al que posteriormente siguieron varios
otros [2]. Estos estudios clinicos demostraron la efectividad antitumoral de
la electroquimioterapia con bleomicina o cisplatino, administrados por via
intravenosa o intratumoral. Ademas de haberse demostrado la respuesta en
nédulos de melanoma cutaneo o subcutaneo unicos o multiples, también se
demostré en nddulos de cancer de mama, cabeza y cuello, asi como en
sarcoma de Kaposi, hipernefroma, condrosarcoma y carcinoma de células
basales. Sin embargo, estos estudios clinicos se realizaron con protocolos
de tratamiento ligeramente variables, diferentes electrodos y diferentes
generadores electroporadores. Por lo tanto, era necesario un estudio
prospectivo multi institucional, el cual fue realizado por un consorcio de
cuatro centros de cancer reunidos en el proyecto ESOPE financiado por el
5° Programa Marco de la Comision Europea. En este estudio, se evaluo la
respuesta al tratamiento después de la electroquimioterapia segun el tipo de
tumor, el farmaco utilizado, la via de administracion y el tipo de electrodos
[32]. Los resultados de este estudio se pueden resumir de la siguiente
manera:

e Se logrd una tasa de respuesta objetiva del 85% (tasa de respuesta
completa del 73,7%), independientemente de la histologia tumoral y
el farmaco o la via de administracion utilizada.

e A los 150 dias después del tratamiento, la tasa de control local fue
del 88% con bleomicina administrada por via intravenosa, del 73%
con bleomicina administrada por via intratumoral y del 75% con
cisplatino administrado por via intratumoral, lo que demuestra que
los tres enfoques fueron igualmente efectivos para el control local de
la enfermedad.

e Los efectos secundarios fueron menores y tolerables (contracciones
musculares y dolor).

Los resultados del estudio ESOPE confirmaron los resultados
previamente informados sobre la efectividad del tratamiento y se prepararon
procedimientos operativos estandar (SOP, por sus siglas en inglés) para la
electroquimioterapia [33].

El estudio ESOPE sent6 las bases para la introduccion de la
electroquimioterapia en Europa. Después de los resultados alentadores del
estudio ESOPE, varios centros oncoldgicos comenzaron a utilizar la
electroquimioterapia e informaron los resultados de sus estudios.
Colectivamente, los resultados fueron nuevamente similares a los
reportados en el estudio ESOPE. Sin embargo, se informaron algunos
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avances en el tratamiento. Predominantemente se inform6 que los tumores
de mas de 3cm de diametro pueden tratarse con éxito mediante
electroquimioterapia en sucesivas sesiones de electroquimioterapia [34,35].
En general, la electroquimioterapia proporciona un beneficio a los
pacientes, especialmente mejorando su calidad de vida [35].

Uso clinico y procedimientos de tratamiento para
electroquimioterapia

En base a todos estos reportes, la electroquimioterapia ha sido reconocida
como una opcion de tratamiento para el melanoma diseminado, y ademas
ha sido incluida en muchas guias nacionales e internacionales para el
tratamiento de este tipo tumoral [36].

El uso clinico de esta terapia y sus ventajas se pueden resumir de la
siguiente manera:

= Efectiva en el tratamiento de tumores cutdneos o subcutdneos de
diferente histologia.

= Tratamiento paliativo que proporciona una mejoria en la calidad de
vida del paciente.

= Tratamiento de eleccion para tumores refractarios a tratamientos
convencionales.

= Tratamiento citorreductivo antes de la reseccién quirurgica para
preservar funcion en érganos.

= Tratamiento de metastasis hemorragicas.

El tratamiento resulta en la erradicacion completa del tumor en una sola
sesion en la mayoria de los casos. Cuando es necesario, el tratamiento puede
repetirse a intervalos de 4 a 8 semanas con igual efectividad antitumoral. El
tratamiento tiene un buen resultado estético, no dejando cicatrices en el
tejido tratado.

En resumen, la electroquimioterapia ha sido reconocida como un
tratamiento valido; mas de 160 centros han comenzado a utilizarla y han
reportado resultados positivos. Hasta ahora, la efectividad de la terapia se
basa en ensayos clinicos de casos, y se necesitan mas estudios controlados
y aleatorizados para la traduccion de esta tecnologia en una practica clinica
mas amplia y habitual. Para una mayor aceptacion de la
electroquimioterapia en la comunidad médica, se ha dado el primer paso
importante, que es su inclusion recientemente en las directrices NICE, para
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el tratamiento de metastasis cutineas de melanoma, para carcinoma de
células basales y para el carcinoma células escamosas.

Recientemente, todos los estudios publicados hasta 2012 sobre
electroquimioterapia en el tratamiento de nodulos superficiales se
analizaron en una revision sistematica y un metanalisis [37]. El analisis de
datos confirmé que la electroquimioterapia tuvo una efectividad
significativamente (p <0.001) mayor (en mas del 50%) que la bleomicina o
el cisplatino solo, donde solo el 8% de los tumores obtenian una respuesta
completa. Tras una sesion de electroquimioterapia, el tratamiento puede
repetirse con una efectividad similar. La efectividad general de la
electroquimioterapia fue del 84,1% de respuestas objetivas (RO), de estas
el 59,4% fueron respuestas completas (RC).

Basandose en la amplia aceptacion de la electroquimioterapia como
técnica efectiva de ablacion local, el grupo de expertos que ha estado
involucrado en la preparacién de las primeras SOP, ha preparado una
version actualizada [38]. Se describen indicaciones, posibles efectos
secundarios y procedimientos para la ejecucion segura y efectiva de la
terapia. La eleccion de la administracion del farmaco y la anestesia depende
del tamafio y la cantidad de nédulos tumorales a tratar (Fig. 4).

Considerar Considerar
anestesia local / | anestesia general /
inyeccion local de inyeccion

la droga intravenosa de la
droga

Tamaﬁo del tumor > 3 cm
Numero de >7
tumores
Region adecuada
para anestesia
local

Figura 4. Decision sobre la estrategia de tratamiento basada en el nimero y el
tamafio de los tumores a tratar. Con permiso de [38].

Nuevas aplicaciones clinicas de la electroquimioterapia

En base a la experiencia clinica de que la electroquimioterapia se puede
usar de manera efectiva en el tratamiento del cancer con diferentes
histologias, cuando se ejecuta adecuadamente, el tratamiento podria usarse
también para el tratamiento de tumores profundos. Un requisito previo para
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ello es un mayor desarrollo de la tecnologia para alcanzar y tratar
eficazmente los tumores ubicados en los musculos, el higado, los huesos, el
esofago, el recto, el cerebro u otros 6rganos internos.

Los primeros informes ya se han publicado en el tratamiento de las
metastasis hepaticas de cancer colorrectal (Fig. 5) [39], carcinoma
hepatocelular [40], tumores pancreaticos, metastasis Oseas y tumores
colorrectales [4]. Estos tratamientos se han llevado a cabo durante la cirugia
abierta, sin embargo, las perspectivas futuras estan en el tratamiento
percutaneo. Algunos intentos ya se han publicado como reportes de casos
[41-43].

Una nueva indicacion clinica importante en el tratamiento son los
tumores de cabeza y cuello. En esta indicacion se encuentra el mayor
numero de tumores tratados recientemente [44,45]. La electroquimioterapia
también estd ganando importancia en el tratamiento del carcinoma
basocelular, donde se obtienen las respuestas completas mas altas (> 90%)
[44].

El futuro de la electroquimioterapia también esta en el tratamiento
combinado con inmunoterapia. La electroquimioterapia induce la muerte
celular inmunologica, que puede servir como inmunizacion in situ para la
combinacion con inhibidores de puntos de control inmunitario. Este
concepto ya se estd verificando en la clinica [26,46]. Otro enfoque es
también combinarlo con terapia génica, por ejemplo, con
electrotransferencia génica de un plasmido que codifica la IL12 [47]. Este
concepto ya se ha probado preclinicamente, y espera la verificacion en
oncologia humana.

Figura 5. Electroquimioterapia de metastasis hepaticas. Se insertaron electrodos
en el tumor y alrededor del tumor en tejido hepatico sano y se conectaron al
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generador de pulso eléctrico. Se administraron pulsos eléctricos entre los pares de
electrodos de acuerdo con la planificacion previa del tratamiento.

Conclusion

La electroquimioterapia es una de las aplicaciones biomédicas de la
electroporacion. Su desarrollo ha alcanzado la aplicacion clinica y es un
ejemplo de medicina traslacional exitosa. Sin embargo, su desarrollo atin
no esta terminado; los nuevos desarrollos técnicos ciertamente permitiran
mas usos clinicos y, finalmente, un beneficio para los pacientes. Otra
aplicacion de la electroporacion aun esta en espera de tal traslacion, la
terapia génica basada en electrotransferencia génica.
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Capitulo 10

Electroquimioterapia en la practica clinica;
Lecciones del desarrollo y la implementacién, y
perspectivas futuras

Julie Gehl

Clinical Oncology at the University of Copenhagen, Dinamarca.

Resumen: En solo dos décadas, la electroquimioterapia se ha desarrollado desde
un tratamiento experimental hasta una terapia estandar. Este documento describe
este desarrollo y también detalla como se puede implementar una nueva tecnologia
para beneficiar a los pacientes. La electroquimioterapia es una tecnologia que
implica el uso de pulsos eléctricos y quimioterapia. Por lo tanto, el desarrollo de
esta tecnologia ha requerido que especialistas en biologia, ingenieria y medicina se
unan para conseguirlo. Este documento describe el desarrollo de equipos, asi como
los procedimientos operativos estandar, para el tratamiento con
electroquimioterapia. Este capitulo también se ocupa de compartir conocimientos
sobre el uso de la tecnologia y garantizar el acceso de los pacientes.

Desarrollo de la electroquimioterapia

Los estudios iniciales sobre la organizaciéon de la membrana celular, y
sobre la deformacion de esta membrana por fuerzas eléctricas, se realizaron
particularmente durante los afios sesenta y setenta. En 1977 se describio la
ruptura de los eritrocitos en un articulo en Nature [1], y otro articulo muy
influyente fue el estudio de Neumann de 1982 [2], que demuestra el
electrotransferencia de ADN, que ahora es uno de los métodos de
laboratorio mas utilizados en biologia molecular.

Un campo muy activo en la terapia contra el cancer en los afios setenta
y ochenta fue la resistencia del cancer a los farmacos, y habia un gran
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optimismo en que comprender la resistencia a la terapia en ltima instancia
podria conducir a una cura para el cancer. Se descubrieron diferentes
sistemas de resistencia celular importantes, por ejemplo, el transportador de
multiples farmacos glicoproteina p, que permite a las células cancerosas
exportar quimioterapia [3]. En este contexto, la electroporaciéon era una
nueva tecnologia que permitia eludir la resistencia basada en la membrana,
simplemente formando un canal a través de la membrana celular,
permitiendo el ingreso de farmacos no permeables.

Se publicaron varios estudios sobre el aumento de la citotoxicidad por
electroporacion [4,5] in vitro, y también in vivo [6], principalmente del
grupo de Lluis Mir en el Institut Gustave-Roussy. También fue aqui donde,
en un periodo de tiempo notablemente corto, se reportd el primer estudio
clinico, cuyos resultados preliminares en francés fueron publicados en 1991
y la publicacidon final fue realizada en 1993 [7]. Unos afos mas tarde [§],
surgieron los primeros estudios provenientes de los EE. UU., asi como los
estudios provenientes de Eslovenia [9] y Dinamarca [10].

Con el deseo de crear electroporadores para uso clinico, que pudieran
realizar tanto terapia génica como electroquimioterapia, que el usuario
pudiera adaptar para realizar desarrollos propios, y que fuera un instrumento
util para el médico tratante, es decir, mostrando registros de voltaje y
corriente del tratamiento, se formd el consorcio Cliniporator. Este
consorcio europeo desarrollo y probo6 el Cliniporator [11,12].

Un consorcio europeo posterior, llamado ESOPE (Procedimientos
Operativos Estandar Europeos para Electroquimioterapia) se propuso
obtener la aprobacion del Cliniporator para uso clinico, producir electrodos
para ¢€l, probar el sistema en un protocolo clinico, asi como hacer
procedimientos operativos estandar concluyentes.

Cuatro grupos entraron en el estudio clinico, de los cuales tres tenian
experiencia previa con electroquimioterapia. Y los métodos utilizados
diferian entre esos tres centros.

En Francia, se us6 un electrodo hexagonal, con 7,9 mm entre electrodos
y una secuencia de disparo que permite que cada uno de los siete electrodos
se active por pares 8 veces, un total de 96 pulsos entregados a alta
frecuencia, con un voltaje de 1,3 kV/cm (relacion entre voltaje y distancia
de electrodos). Los pacientes fueron sedados, se administré bleomicina por
via intravenosa y el procedimiento se realizé en un quir6fano [7].

En los estudios eslovenos, los pacientes fueron tratados con cisplatino
por via intratumoral y con electrodos de placa con 1,3 kV/cm, sin anestesia.
Los pulsos se administraron como dos trenes de cuatro pulsos [9].
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En Dinamarca utilizamos bleomicina intratumoral, un electrodo de
matriz lineal de dos hileras opuestas de agujas activadas entre si utilizando
1,2 kV/cm, 8 pulsos a 1 Hz. Se utiliz6 anestesia local con lidocaina [10].

En otras palabras, hubo acuerdo sobre el proposito general, pero tres
enfoques diferentes. El estudio ESOPE [13] reunio estos tres enfoques, y
en el aspecto técnico, se fabricaron los tres electrodos, la conclusion final
de los diferentes métodos y electrodos se definieron en conjunto.

Los procedimientos operativos estandar [ 14] son muy detallados, lo que
permite a un médico sin experiencia previa implementar inmediatamente el
procedimiento. Se describe como administrar el farmaco y los pulsos, como
tomar decisiones de tratamiento y como evaluar la respuesta y como realizar
el seguimiento.

Los procedimientos operativos estandar, junto con la disponibilidad de
equipos certificados, marcaron un cambio dramatico en el uso de la
electroquimioterapia. Cuando se publicaron los procedimientos operativos
estandar en 2006, solo unos pocos centros europeos utilizaban esta técnica,
pero después de la publicaciéon de los procedimientos estandarizados, el
numero de centros aument6 rapidamente y hoy supera los 140. Se estima
que este numero continuara creciendo, y también que los electroporadores
que ahora se encuentran en varias instituciones se utilizaran cada vez mas
también para nuevas indicaciones.

Implementaciéon

En un mundo ideal, los nuevos desarrollos en la terapia contra el cancer
estan disponibles de inmediato para los pacientes. Pero la experiencia
muestra que, desde el desarrollo de la tecnologia y la aparicion de los
primeros resultados, todavia hay un camino bastante largo por recorrer para
que el paciente pueda recibir el tratamiento desarrollado. En primer lugar,
el equipamiento necesario debe estar presente en la institucion, junto con
cirujanos expertos y oncologos capacitados para brindar el tratamiento. La
configuracion logistica debe estar desplegada, y esto incluye la
disponibilidad de tiempo en las salas de operaciones y el apoyo de
enfermeria competente. Los pacientes necesitan saber que el tratamiento es
una opcion de tratamiento posible para su patologia. Como la
electroquimioterapia es una opcidn para pacientes que padecen diferentes
tipos de cancer, requiere un trabajo continuo para dirigirse a especialistas
en los diferentes campos. La informacion disponible en Internet puede ser
un recurso importante para los pacientes, asi como para los profesionales.
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Varios paises tienen diferentes mecanismos de aprobacion para nuevos
tratamientos, y la aprobacion puede ser un asunto que requiere mucho
tiempo. La agencia nacional mas reconocida es el Instituto Nacional de
Excelencia en Salud y Atencion (NICE, por sus siglas en inglés) en el Reino
Unido, que tiene un escrutinio riguroso de las nuevas tecnologias y donde
los documentos centrales estan disponibles gratuitamente. NICE tiene guias
para la electroquimioterapia para metastasis cutdneas y canceres primarios
de piel, respectivamente [15,16]. Estas recomendaciones nacionales, asi
como la integracion de la electroquimioterapia en pautas especificas (ver,
por ejemplo, [17]) son muy importantes para mejorar la accesibilidad al
tratamiento.

Investigacion

Un punto clave es que los procedimientos operativos estandar son una
base muy importante, pero deben continuar amplidandose con experiencia
mas detallada y desarrollos posteriores. Varios grupos han publicado mas
estudios sobre electroquimioterapia, ampliando la base de conocimientos y
respondiendo preguntas especificas de importancia clinica [ 18-26].

Ademas, la electroquimioterapia ahora se esta desarrollando para una
serie de nuevas indicaciones, incluyendo cancer de cabeza y cuello, cancer
en mucosas, cancer gastrointestinal, céncer de pulmoén (primario y
secundario), cancer ginecologico, sarcomas, metastasis oseas, asi como
metastasis cerebrales. Para cada una de estas indicaciones, deberan
desarrollarse procedimientos operativos estandar que permitan la difusion
del tratamiento.
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Desarrollo de equipos y electrodos
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Resumen: Desde los primeros informes sobre la electroporacion, han surgido
numerosas aplicaciones biotecnologicas y biomédicas basadas en ésta. Los equipos
generadores de pulsos necesarios se caracterizan por la forma de los pulsos que
pueden entregar y sus caracteristicas tales como la amplitud y duracion del pulso.
Ademas, los electrodos son la importante "conexion" entre las células / tejidos y el
generador de pulsos. La geometria de los electrodos junto con las propiedades de
la muestra de células / tejidos determinan la potencia de salida y la energia
necesarias que los electroporadores deben proporcionar. La eleccion del
electroporador, es decir el generador de pulsos, depende de la aplicacion
biotecnologica y biomédica para la que se va a utilizar, pero esta inherentemente
vinculada también a la eleccion de los electrodos.

Introduccion

Desde los primeros informes sobre la electroporacién (tanto irreversible
como reversible), se han desarrollado varias aplicaciones y la lista de
aplicaciones que se basan en la electroporaciéon aumenta constantemente.
Los primeros generadores de pulsos eran simples en su construccion y
entregaban pulsos exponencialmente decrecientes, de hasta varios miles de
voltios. Ademads, los electrodos eran muy simples en su disefio:
generalmente se usaban electrodos de placas paralelas con un par de
milimetros de distancia entre ellos, y las células en suspension se colocaban
entre ellas [1]. Mas tarde, se desarrollaron nuevos generadores de pulso que
podian / pueden proporcionar casi todas las formas de pulso, y también los
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electrodos que se pueden comprar son extremadamente diversos [2-6]. Es
importante tener en cuenta que, en la actualidad, con mayor frecuencia se
utilizan dispositivos que generan pulsos rectangulares.

La amplitud de los pulsos y su duracién dependen en gran medida de la
aplicacion biotecnologica/biomédica. Para la electroquimioterapia, suelen
necesitarse varios pulsos de 1000V de 100 ps de duracion. Para una
transferencia de genes efectiva, se utilizan pulsos mas largos, tipicamente
pulsos de 5-20 ms, pero de amplitud mas baja, o una combinacion de pulsos
cortos de alta amplitud seguidos de pulsos de baja amplitud y mas larga
duracion. Para otras aplicaciones, como la ablacion de tejidos mediante
electroporacion irreversible o la esterilizacion de agua o alimentos liquidos,
se necesitan pulsos de varios miles de voltios. Ademas de la amplitud y
duracion del pulso, un parametro importante a tener en cuenta es también la
potencia y la energia que debe proporcionar el generador.

La energia que debe proporcionarse se rige por el voltaje, la corriente y
la duracion del pulso y / o el nlimero de pulsos. La corriente, si se establece
el voltaje, estd gobernada por la carga, y esto estd determinado por la
geometria de la carga, y la carga estd determinada por la geometria de la
muestra de tejido / célula y por su conductividad eléctrica. La geometria
del tejido a exponer a pulsos eléctricos esta determinada principalmente por
la forma de los electrodos, la distancia entre ellos, la profundidad de
penetracion / inmersion del electrodo en la muestra. La conductividad
eléctrica de la suspension de tejidos / células depende del tipo de tejido o de
las propiedades de la muestra de células y puede aumentar
considerablemente mientras los tejidos / células estan expuestos a pulsos
eléctricos de amplitud suficiente.

En base a las consideraciones anteriores, ninglin generador de impulsos
se ajustara a todas las aplicaciones y a todas las necesidades de un
investigador [7]. Se puede necesitar de un generador de pulsos
especializado que solo proporcione los pulsos para una aplicacion
biotecnoldgica o biomédica especifica, o de un generador de pulsos de
proposito general que permita generar "casi" todo lo que el investigador
pueda encontrar interesante en su investigacion. Independientemente de la
eleccion que se realice, debe seleccionarse el generador en funcion de los
electrodos que se van a utilizar [8-10].
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Aplicaciones terapéuticas y tecnologicas de la
electroporacién

Hoy en dia la electroporacidn se usa ampliamente en diversas aplicaciones
bioldgicas, médicas y biotecnoldgicas [11-16]. La ablacion de tejidos
basada en electroporacion irreversible tiene menos de una década de
antigiiedad, pero su eficacia es prometedora, especialmente en el
tratamiento de tejidos no malignos. La electroporacion irreversible también
se usa en el campo del tratamiento de aguas, donde la eficacia del
tratamiento quimico se mejora con la electroporacion, y en la conservacion
de alimentos donde la electroporacion ha demostrado, en algunos casos, ser
tan efectiva como la pasteurizacion [17]. En contraste, las aplicaciones
basadas en electroporacion reversible estan actualmente mas extendidas y
establecidas en diferentes protocolos experimentales y / o practicos.
Probablemente el mas importante de ellos es la introduccion de una cantidad
definida de moléculas pequenas o grandes en el citoplasma a través de la
membrana plasmatica. Ademads, una ligera variacion de los parametros del
campo eléctrico da como resultado una aplicaciéon donde las moléculas se
pueden insertar directamente en la membrana plasmatica o las células se
pueden fusionar de manera efectiva.
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Figura 1. La exposicion de una célula a un campo eléctrico puede provocar la
permeabilizacion de la membrana celular o su destruccion. En este proceso, los
parametros del campo eléctrico juegan un papel importante. Si estos parametros
estan dentro de cierto rango, la permeabilizacion es reversible; por lo tanto, se
puede usar en aplicaciones como la introduccion de moléculas pequefias o grandes
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en el citoplasma, la insercion de proteinas en la membrana celular o la fusion
celular.

Electroquimioterapia

La aplicacion mas representativa de la introduccion de moléculas pequenas
a través de la membrana electroporada es la electroquimioterapia. Se
demostr6 en varios estudios preclinicos y clinicos, tanto en humanos como
en animales, que la electroquimioterapia se puede utilizar como tratamiento
local del cancer [18]. En la mayoria de las ocasiones se aplican varios pulsos
cortos rectangulares de 100 ps de duracion con amplitudes de hasta 1000 V.
El numero de pulsos que normalmente se entregan es 8. Estos se pueden
entregar a una frecuencia de 1 Hz o 5 kHz [19]. Se desarrollaron nuevas
tecnologias para el tratamiento de tumores profundos, donde se administran
pulsos de 3000 V, 50 A y 100 ps [20]. Se han reportado avances recientes
en el tratamiento de metastasis hepaticas, metastasis 0seas y sarcoma de
tejidos blandos [20-23]. Recientemente se demostré que la
electroquimioterapia in vitro es posible con pulsos de electroporacion
bipolares de alta frecuencia que tienen 1-1-1-1 us de largo (pulso positivo -
pausa - pulso negativo - pausa) y que tienen una amplitud 2.5 veces mayor
que la de los pulsos de 100 ps [23].

Ablaciéon de tejidos por electroporacion irreversible no
térmica

La ablacion de tejido indeseable mediante el uso de electroporacion
irreversible se ha sugerido recientemente como un método minimamente
invasivo para la eliminacion de tumores, pero también podria usarse para la
ablacion de tejido cardiaco en reemplazo de la ablacion térmica por
radiofrecuencia u otras técnicas de ablacion de tejidos [12], [24] [25]. De
manera similar, como en la electroquimioterapia, se utilizan pulsos de 50 o
100 ps con amplitudes de hasta 3000 V [26]. Sin embargo, el nimero de
pulsos aplicados al tejido objetivo es considerablemente mayor. Si en la
electroquimioterapia se administran 8 pulsos, aqui se usan 90 o mas pulsos.
La frecuencia de repeticion de los pulsos debe ser baja de 1 o 4 Hz para
evitar un calentamiento excesivo [27]. Para evitar la contraccion muscular
durante la IRE, se sugirid utilizar pulsos de electroporacion de alta
frecuencia H-FIRE [28]. La duracién de los pulsos H-FIRE es de alrededor
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de 1 us y se usan amplitudes alrededor de 2 veces mayores que para los
pulsos de 50 o 100 ps.

Electrotransferencia génica

Material genético exdgeno puede ser introducido en las células mediante el
uso de métodos no virales como la electropermeabilizacion [29]. La
electrotransfeccion se puede lograr usando: pulsos de decaimiento
exponencial; pulsos de onda cuadrada con sefiales de RF superpuestas; o
solo pulsos largos de onda cuadrada de hasta 20 ms y con amplitudes que
oscilan entre 200 y 400 V [30]. Aunque todavia no se ha llegado a un
consenso, se puede afirmar que en la transfeccion génica generalmente se
usan pulsos mas largos que en la electroquimioterapia, con pocas
excepciones [31]. Ademas, se describieron dos funciones distintas de los
pulsos eléctricos. En experimentos donde varios pulsos cortos de alto
voltaje (por ejemplo, 8 x 100 us de 1000 V) fueron seguidos por pulsos
largos de bajo voltaje (por ejemplo, 1 x 100 ms de 80 V) [32], se demostrod
que los pulsos cortos de alto voltaje estan permeabilizando la membrana,
mientras que los pulsos mas largos de menor voltaje tienen un efecto
electroforético sobre el ADN que facilita la interaccion del plasmido con la
membrana [33].

Electrofusion

Hasta ahora, hemos presentado aplicaciones de la electroporacion que se
utilizan para introducir diferentes moléculas, ya sea en el citosol o en la
membrana plasmatica celular. Pero la electroporacion de la membrana
plasmatica celular también puede provocar la fusion de las células. Este
proceso se ha denominado electrofusion. Los primeros informes de
electrofusion in vitro de células se remontan a la década de 1980. En estos
informes se ha demostrado que la fusion entre dos células puede producirse
solo si las células estan en contacto antes o inmediatamente después de la
electroporacion. El contacto entre las células se puede lograr ya sea
mediante la conexion dielectroforética de las células vecinas, que es seguida
por la electroporacion, o por centrifugacion de la suspension celular después
de la exposicion al campo eléctrico. En ambos casos, las células deben
permeabilizarse de forma reversible, de lo contrario pierden viabilidad y no
hay electrofusion [34]. La electrofusion in vitro es posible debido a la alta
posibilidad de movimiento celular mientras que las células en los tejidos
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estan mas o menos fijas, sin embargo, también se ha observado
electrofusion in vivo en los tumores de melanoma B16, asi como en la
fusion de células a tejidos [35, 36]. La electrofusion de células de diferentes
tamafios se puede lograr mediante campos eléctricos pulsados de
nanosegundos [37].

Electroextraccion

La electroporacion se puede utilizar para extraer sustancias (por ejemplo,
jugo, azlcar, pigmentos, lipidos y proteinas) de tejidos o células (por
ejemplo, frutas, remolacha azucarera, microalgas, vino y levadura). La
electroextraccion puede ser mas eficiente en energia y capacidad de
extraccion, y mas rapida que los métodos de extraccion clasicos (presion,
desnaturalizacion térmica y fermentacion) [38-42]. Recientemente se
realizé una evaluacion econdmica de la produccion de bioenergia basada en
microalgas [43]. Se elaboraron recomendaciones sobre la informacion clave
que se debera informar en los estudios biotecnologicos, debido a la
variabilidad en los resultados obtenidos en diferentes laboratorios [44].

Electropasteurizacion y esterilizacion

La electroporacion irreversible puede usarse en aplicaciones donde se
requiere la destruccion de microorganismos, es decir, procesamiento de
alimentos y tratamiento de aguas [45]. Aun asi, el uso de electroporacion
irreversible en estas aplicaciones significa que la sustancia bajo tratamiento
estd expuesta a un campo eléctrico limitado, ya que es deseable que no
ocurran cambios en la sustancia tratada (por ejemplo, cambio del sabor de
los alimentos) y que no surjan subproductos (por ejemplo, los causados por
la electrolisis). Esta es una de las razones por las cuales se utilizan pulsos
cortos (en comparacion con aplicaciones médicas) en el rango de 1-3 ps.
Los sistemas a escala industrial de exposicion por lotes o de flujo continuo
pueden requerir generadores de gran potencia con amplitudes de hasta
40 kV y corrientes maximas de pico de hasta 500 A. Aunque tanto los
procesos por lotes y de flujo continuo se encuentran a escala industrial, el
flujo continuo se considera superior ya que permite el tratamiento de
grandes volumenes. Tal modo de operacion requiere un funcionando
constante lo que precisa de una mayor potencia de salida de los generadores
de pulsos [13], [46].
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Distribucion del campo eléctrico in vivo

En la mayoria de las aplicaciones de permeabilizacion de tejidos se requiere
exponer el volumen de tejido a intensidades de campo eléctrico (E) entre
los dos "umbrales", es decir, requieren elegir de antemano una
configuracion de electrodo y parametros de pulso adecuados para la
electroporacion de tejido efectiva [47]. Por lo tanto, la distribucion del
campo eléctrico en el tejido debe estimarse antes del tratamiento, lo que se
puede lograr combinando los resultados de las pruebas rapidas o la
monitorizacion in situ [48] con modelos de distribucion del campo eléctrico
[49-53]. Sin embargo, el modelado de la distribucion del campo eléctrico
en el tejido es dificultoso debido a las propiedades heterogéneas del tejido
y, por lo general, a la compleja geometria. Los modelos analiticos solo
pueden emplearse para geometrias simples. Por lo general, se desarrollan
para problemas 2D y tejidos con propiedades eléctricas homogéneas. Por lo
tanto, en la mayoria de los casos, las técnicas de modelado numérico son
mas aceptables ya que pueden usarse para modelar geometrias 3D y
propiedades complejas de tejidos. Para ese propodsito, se aplican
principalmente el método de elementos finitos y el método de diferencias
finitas. Ambos métodos numéricos se han aplicado y validado con éxito
mediante la comparacion de la distribucion de campo eléctrico calculada y
la medida. Ademads, se construyeron modelos numéricos avanzados, que
tienen en cuenta el aumento de la conductividad del tejido debido a la
electroporacion de tejidos o células. Estos modelos avanzados describen la
distribucion de E en funcion de la conductividad 6 (E). De esta forma, los
modelos representan los cambios de conductividad del tejido por
electroporacion de acuerdo con la distribucion de las intensidades de campo
eléctrico [54, 55].

Electrodos para aplicaciones in vitro e in vivo

La efectividad de la electroporacion en un entorno in vitro, in vivo o
clinico depende de la distribucion del campo eléctrico dentro de la muestra
tratada. A saber, el parametro mas importante que rige la permeabilizacion
de la membrana celular es el campo eléctrico local al que estd expuesta la
célula [47]. Para lograr esto, tenemos que usar un conjunto apropiado de
electrodos y un dispositivo de electroporacion: un electroporador, que
genera las sefales de voltaje o corriente requeridas. Aunque ambas partes
del equipo mencionado son importantes y necesarias para una
electroporacion efectiva, el electroporador tiene un papel sustancialmente
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mas importante ya que debe ser capaz de entregar la sefial requerida a su
salida cargada por la impedancia de la muestra entre electrodos.

Hoy en dia existen numerosos tipos de electrodos que pueden usarse para
electroporacion en cualquiera de las aplicaciones existentes [56-60]. Segun
la geometria, los electrodos se pueden clasificar en varios grupos:
electrodos de placas paralelas, conjuntos de agujas, electrodos de alambre,
electrodos de pinzas, electrodos coaxiales, etc. (Fig.2). Cada grupo
comprende varios tipos de electrodos que se pueden a su vez dividir segiin
las aplicaciones, dimensiones, material del electrodo, etc. En cualquier
caso, la seleccion del tipo de electrodo juega un papel importante en la
caracterizacion de la carga que esta conectada a la salida del electroporador.
Durante el disefio del electroporador, la caracterizacion de la carga
representa el punto de partida y representa un problema de ingenieria
considerable, porque las caracteristicas eléctricas de la sustancia entre los
electrodos (por ejemplo, suspension celular, tejido, etc.) varian de un
experimento a otro e incluso durante el curso del experimento. En general,
la carga entre electrodos tiene un componente resistivo y uno capacitivo. El
valor de cada componente esta definido por la geometria y el material de
los electrodos y por las propiedades eléctricas y quimicas de la muestra
tratada. En condiciones in vitro, estos pardmetros que influyen en la
impedancia de la carga pueden controlarse bien ya que el tamafio y la
geometria de la muestra se conocen, especialmente si se usan cubetas.
Ademads, mediante el uso de medios celulares especialmente preparados, las
propiedades eléctricas y quimicas se definen o pueden medirse. Por otro
lado, en condiciones in vivo, el tamafio y la geometria atin se pueden
controlar hasta cierto punto, pero las propiedades eléctricas y quimicas solo
se pueden estimar, especialmente si se utilizan electrodos de aguja que
penetran a través de diferentes tejidos. Sin embargo, incluso si logramos
definir de manera confiable estas propiedades durante el desarrollo del
dispositivo, es practicamente imposible predecir cambios en las
propiedades eléctricas y quimicas de la muestra debido a la exposicion a los
pulsos eléctricos de alto voltaje [61-63]. Ademas del aumento de la
conductividad eléctrica de la muestra debido a la electropermeabilizacion
de las membranas celulares, los pulsos eléctricos también causan efectos
secundarios como el calentamiento Joule y la contaminacion electrolitica
de la muestra [64], lo que conduce a una mayor conductividad de la muestra
[65].
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Pulsos eléctricos

Para una mejor comprensidon y lectura critica de varios reportes sobre
fenémenos de electroporacion y aplicaciones basadas en electroporacion, se
deben detallar completamente los parametros del pulso. Los pulsos
eléctricos nunca son "cuadrados” o "rectangulares", sino que se caracterizan
por su tiempo de subida, duracion / ancho, tiempo de caida y frecuencia de
repeticion de pulso. El tiempo de subida y el tiempo de caida se determinan
como el tiempo necesario para subir del 10% al 90% de la amplitud, o bajar
del 90% al 10% de la amplitud, respectivamente. El ancho de pulso se
define con mayor frecuencia como el tiempo entre el 50% de amplitud en
la subida y el 50% de amplitud en la caida. La frecuencia de repeticion de
pulso es la inversa de la suma del ancho del pulso y la pausa entre dos pulsos
consecutivos. Estos pueden parecer triviales cuando se trata de pulsos de
1 ms, pero se convierten en un problema cuando se trata de pulsos de
nanosegundos o incluso de picosegundos [66]. El dafio de la membrana
celular y la absorcion de iones se pueden reducir significativamente cuando
se utilizan pulsos bipolares de nanosegundos en lugar de monopolares [67].
Se han investigado otras formas de pulso que no sean "rectangulares” con
respecto a la eficiencia de electroporacion [68]. Se sugirid que la
exposicion de las células a amplitudes de pulso superiores a una amplitud y
duracion criticas dadas parecen determinar el nivel de electroporacion de
membrana independientemente de la forma del pulso. Los impulsos de
decaimiento exponencial son dificiles de considerar como tales, pero se
usaron predominantemente en los afios 80 para el electrotransferencia de
genes. Su forma era conveniente ya que la primera parte del pulso, es decir
el pico, actiia como la parte permeabilizante, y la cola del pulso actia como
una parte electroforética que empuja el ADN a través de la membrana
celular [32].
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Figura 2. Ejemplos de -eclectrodos disponibles comercialmente para
electropermeabilizacion. Los electrodos pertenecen al siguiente grupo: (a):
electrodos de placa paralela, (b): conjuntos de agujas, (c): electrodos tipo dedal,
(d): conjuntos de agujas, (e): electrodo endoluminal y (f): conjunto de electrodos
de agujas independientes. Los electrodos (a), (b), (c) y (d) son producidos por
IGEA, Italia, y se utilizan para aplicaciones clinicas de electroquimioterapia y
electrotransferencia génica [31].

Electroporadores — Los generadores de pulso necesarios

El electroporador es un dispositivo electronico que genera sefales,
generalmente ondas cuadradas o pulsos de decaimiento exponencial,
necesarios para la electroporacion [1]. Los parametros de la sefial entregada
a los electrodos con la muestra tratada varian de una aplicacion a otra. Por
lo tanto, al investigar el fenomeno de la electroporacion y para el desarrollo
de tecnologias y tratamientos basados en electroporacion, es importante que
el electroporador pueda entregar sefiales con el rango mas amplio posible
de parametros eléctricos. Sin embargo, si se usa solo para una aplicacion
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especifica, por ejemplo, para el tratamiento de pacientes con
electroquimioterapia, el generador de pulsos tiene que proporcionar los
parametros de pulso exactamente necesarios de manera confiable. Ademas,
el electroporador debe ser seguro y facil de operar y debe ofrecer algunas
posibilidades de mejoras funcionales. Los electroporadores clinicos
utilizados en electroquimioterapia de tumores profundos o en ablacion de
tejido no térmico también estdn equipados con algoritmos de sincronizacion
con el ECG que minimizan la posible influencia de la aplicacion del pulso
eléctrico en la funcion cardiaca [69].

a) mv

[ Electroporacion reversible

B Electroporacion irreversible

[[] Electroporacién de membranas lipidicas
B Electroforesis

B Dielectroforesis

Amplitud del pulso

ns us ms s
Di ion del pulso o i
b)
B Pulsos cortos de muy alto voltaje
e B Pulsos cortos de alto voltaje
3
;' [] Pulsos largos de muy alto voltaje
°
‘5’ M Pulsos largos de alto voltaje
g W Puisos largos de bajo voltaje
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Duracion del pulso o 1/frecuencia

Figura 3. Areas de amplitud y duracién de los pulsos eléctricos que se utilizan en
la investigacion de la electroporacion y los efectos relacionados (a). Cinco areas
diferentes de generacion de pulsos de electroporacion (b). Para amplificar o generar
pulsos de electroporacion de muy alto voltaje (mas de unos pocos kV) se utilizan
descargadores de chispa y elementos similares, para generar pulsos de alto voltaje
(unos pocos V a unos pocos kV) se utilizan transistores de alto voltaje y para bajo
voltaje se utilizan amplificadores operacionales. Los pulsos de nanosegundos
(cortos) se generan con diferentes técnicas que los pulsos de mas de 1 ps. Publicado
originalmente en Técnicas avanzadas de electroporacion en biologia y medicina
por Rebersek y Miklav¢ic 2010 [3].

En principio, los electroporadores se pueden dividir en varios grupos
segun las aplicaciones biologicas, pero desde el punto de vista eléctrico solo
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existen dos tipos de electroporadores: dispositivos con salida de voltaje (la
salida es una sefial de voltaje U(t)) y dispositivos con salida de corriente (la
salida es una sefial corriente I(t)). Ambos tipos de dispositivos tienen sus
ventajas y desventajas, pero un punto definitivamente habla a favor de los
dispositivos con salida de voltaje. Por ejemplo, si realizamos experimentos
in vitro con electrodos de placa paralelos con lados de placa sustancialmente
mas grandes que la distancia entre ellos, la intensidad de campo eléctrico E
que se aplica a la muestra se puede aproximar por la relacion
voltaje/distancia U/d, donde d es la distancia del electrodo y U la amplitud
de la sefial aplicada obtenida de un electroporador con salida de voltaje. Por
otro lado, si se usa un electroporador con salida de corriente, la misma
aproximacion podria usarse solo si se realiza una medicion adicional de la
diferencia de voltaje entre electrodos o si la impedancia Z de la muestra es
conocida, medida o aproximada y la diferencia de voltaje entre electrodos
se estima utilizando la ley de Ohm U = [/ ¢ Z. Sin embargo, hay varios
electroporadores disponibles en el mercado que cumplen con diferentes
rangos de parametros y pueden usarse en diferentes aplicaciones. Puc et al.
[70] presentaron una lista de electrodos y electroporadores disponibles en
el mercado en 2004, actualizada en 2010 [3] y en 2017 [71].

Para estar seguros de que los pulsos aplicados son adecuados, tenemos
que medir el voltaje y la corriente aplicados durante la entrega del pulso.

En aplicaciones de nanosegundos, el tiempo de subida del pulso es a
veces mas corto que la longitud eléctrica (el tiempo en que una sefal
eléctrica viaja a través de la linea) entre la fuente y la carga. En este caso,
la impedancia de la carga y la linea de transmision tienen que coincidir con
la impedancia del generador, de modo que no haya fuertes reflejos del pulso
y, en consecuencia, prolongaciones del mismo.

En base a los estudios reportados en la literatura, es muy dificil extraer
un consejo general sobre como disefiar experimentos o tratamientos con
electroporacion. En principio, podemos decir que la amplitud de pulso
(relacion voltaje-distancia) deberia estar tipicamente en el rango de
200 V/cm hasta 2000 V/cm. Las duraciones de pulso deberian estar en el
rango de cientos de microsegundos para moléculas mas pequefias y desde
varios milisegundos hasta varias decenas de milisegundos para
macromoléculas como el ADN plasmidico (en el tltimo caso, debido a la
duracién muy larga del pulso, la amplitud de pulso 6ptima puede ser incluso
inferior a 100 V/cm). Si existe alguna posibilidad de obtener un equipo que
genera pulsos bipolares o tiene la posibilidad de cambiar la orientacion del
campo eléctrico en la muestra, estos tipos de pulsos / electroporadores
deben usarse porque los pulsos bipolares producen un umbral de poracion
mas bajo, una mayor absorcion, reducen el desgaste de electrolitos y la
contaminacion electrolitica de la muestra, y se obtiene una viabilidad
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similar en comparacion con pulsos unipolares de la misma amplitud y
duracion. También se puede obtener una mejor permeabilizacion o
eficiencia de transfeccion génica y supervivencia cambiando la orientacion
del campo en la muestra utilizando circuitos especiales de conmutacion que
conmutan los pulsos de electroporacion entre los electrodos [56, 58, 71].
Los pulsos de electroporacion bipolares de alta frecuencia cortos HF-EP
también se investigaron ya que mitigan la estimulacion nerviosa/muscular
y la distribucidn del campo eléctrico de dichos pulsos en el tejido es mas
homogénea [72-74], pero estos pulsos pueden estar cerca del "efecto de
cancelacion"[74]. Sin embargo, el desarrollo de electroporadores de alta
frecuencia es mucho mas dificil y atin no existen electroporadores de alta
frecuencia comerciales, por lo tanto, desafortunadamente, la investigacion
de HF-EP se limita a solo unos pocos grupos [75], [76].

Sin embargo, esta descripcion general de los parametros eléctricos solo
debe considerarse como un punto de partida para el disefio de experimentos
o tratamientos. Los valores 6ptimos de los pardmetros también dependen en
gran medida del tipo de célula utilizada, de la molécula a introducir y de las
condiciones experimentales especificas. Las caracteristicas del pulso
optimas o al menos eficientes en el tejido/muestra determinaran la
arquitectura del generador de pulsos que de necesitara, ya sea un generador
de Marx, Blumlein u otro [7].

Conclusiones

La electroporacion se ha estudiado ampliamente hasta ahora, y se han
desarrollado varias aplicaciones. La electroquimioterapia se ha demostrado
como un tratamiento local efectivo de tumores sélidos y es la aplicacion
terapéutica mas madura en este momento. Sin embargo, la electroporacion
para la transfeccion génica se ha usado durante mucho tiempo in vitro.
Representa una alternativa a la clasica transfeccion viral, que resulta viable
también para la transfeccion génica in vivo. Las aplicaciones clinicas y la
expansion de la electroquimioterapia y la ablacion de tejidos se han visto
obstaculizadas por la falta de electroporadores adecuados y su certificacion
en Europa (CE Medical Device) y la aprobacion limitada de la FDA en EE.
UU. Cliniporator (IGEA, S.R.L. Carpi, Italia) fue certificado en la Union
Europea como un dispositivo médico y se ofrece en el mercado junto con
procedimientos operativos estandar para electroquimioterapia de tumores
cutaneos y subcutaneos. NanoKnife (AngioDynamics, Queensbury, EE.
UU.) fue certificado en la Uniéon Europea y aprobado por la FDA para la
ablacion quirurgica de tejidos blandos. Algunos electroporadores ahora
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estan disponibles bajo licencia para propodsitos de evaluacion clinica:
Cellectra, Elgen, Medpulser, Cliniporator VITAE, BetaTech, DermaVax,
EasyVax, Ellisphere, TriGrid [4].

El desarrollo de nuevas aplicaciones garantiza un mayor desarrollo de
generadores de pulsos y electrodos. Sin embargo, seglin las consideraciones
anteriores, un solo generador de pulso no se ajustara a todas las aplicaciones
y a todas las necesidades de los investigadores. Se puede buscar un
generador de pulsos especializado que solo proporcione los pulsos para su
aplicacion biotecnologica o biomédica especifica, o un generador de pulso
de propdsito general que permita generar "casi" todo lo que el investigador
pueda  encontrar  interesante/necesario en  su  investigacion.
Independientemente de la eleccion, esto tiene que estar relacionado también
con la eleccion de los electrodos y la conductividad del tejido/muestra a
electroporar.
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Capitulo 12

Electroporacion y electropermeabilizacion -
Armando el rompecabezas

Lluis M Mir
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F-94805 Villejuif Cédex, Francia.

Laboratorio Europeo Asociado (LEA) en los campos eléctricos pulsados en
Biologia y Medicina (LEA EBAM).

Hasta ahora, se han utilizado dos enfoques genéricos principales para
detectar la permeabilizacion celular después de la aplicacion de pulsos
eléctricos a células o tejidos. Estos se basan o bien en la deteccion de
cambios eléctricos del tejido / células (mediciones de bioimpedancia o
simplemente determinaciones de conductancia) o en intercambios
moleculares a través de la membrana (difusion o electrotransferencia de
marcadores, como pequeiias moléculas fluorescentes, compuestos
radiactivos, plasmidos que codifican para genes reporteros, etc.). El
segundo enfoque, basado en el transporte de una especie molecular dada,
depende mucho de las caracteristicas fisicoquimicas del marcador utilizado
(peso molecular, carga neta, rendimiento de fluorescencia, interacciones
merker-target (si las hay), modo de transporte [1], etc.)

Los modelos construidos para describir los fendmenos que ocurren en la
membrana celular (incluso en las membranas artificiales, ya sean
membranas artificiales planas o membranas de vesiculas de diferentes
tamafios y composiciones) se han basado principalmente en los principios
fisicos que podrian explicar el transporte de moléculas a través de la



membrana. La informacion proporcionada por las mediciones de
bioimpedancia, aunque es muy util en términos practicos, ha aportado una
contribucion limitada a la comprension de estos fenomenos. Sin embargo,
en los fenomenos de transporte hay parametros no relacionados con las
caracteristicas estructurales de la membrana antes, durante y después de los
pulsos. De hecho, como ya se mencion6, hay un impacto del tamafio de las
moléculas, su carga, el gradiente de concentracion entre el interior y el
exterior, la sensibilidad de su deteccion dentro de las células, etc. Hay una
serie de ejemplos, cualquiera sea la duracion de los pulsos, pulsos de
nanosegundos o pulsos de microsegundos, que se pueden reportar. En este
contexto, es importante resaltar que la penetracion de iones de calcio se
puede detectar a amplitudes de campo eléctrico para las cuales muchos otros
marcadores de electropermeabilizacion atn  no revelan la
electropermeabilizacion de las células. Esto permite manipular el contenido
de calcio citosdlico en condiciones donde la supervivencia celular esta
bastante bien protegida [2,3].

Recientemente se han aplicado varias técnicas nuevas para explorar los
cambios en la membrana misma, independientemente de cualquier
fenomeno de transporte. Algunas de estas técnicas provienen de tecnologias
que no se utilizaron previamente para analizar los efectos de los pulsos
eléctricos en las bicapas lipidicas o las membranas celulares.

Por un lado, el uso de vesiculas unilamelares gigantes (compuestas de
una especie lipidica definida y con el tamafio de una célula animal) ha
permitido analizar los cambios quimicos que ocurren en las bicapas
lipidicas durante la administracion de los pulsos [4]; la dindAmica molecular
ha comenzado a dar las explicaciones para que ocurran estas reacciones. Es
importante tener en cuenta que estos dos enfoques (experimental e in silico)
restringen su analisis a la parte lipidica de las membranas celulares
complejas.

Por otro lado, al usar células en cultivo, los métodos Opticos no lineales
estin  introduciendo  nuevas  piezas al rompecabezas. La
microespectroscopia Raman espontanea ha traido nueva informacion sobre
las modificaciones de las proteinas que podrian ocurrir durante (o tal vez
después) del suministro de los pulsos eléctricos [5]. Los microscopios
confocales Raman han aportado informacioén espacial y dinamica sobre los
cambios en los espectros de Raman que reflejan cambios en las proteinas
[6].

Debido a que los objetos biologicos estan sumergidos en medios a base
de agua, se deben usar microscopios confocales Raman para eliminar la
contribuciéon no resonante de del agua. La microspectroscopia Raman
coherente, como la microspectroscopia de dispersion Raman anti-Stokes
coherente , parece mas atractiva debido a la mejora de la sefial causada por



la "coherencia" proporcionada por el uso de dos laseres afinados en
consecuencia. La mejora de la sefial con respecto a la sefial Raman
espontanea puede alcanzar un factor x10%. La microespectroscopia de
dispersion Raman anti-Stokes coherente nos ha proporcionado
recientemente informacion sobre los cambios en el agua interfacial (las
pocas capas de moléculas de agua organizadas en la superficie de las
membranas) e incluso del agua intersticial. Después de la entrega de pulsos,
se ha registrado una pérdida importante de la sefial de agua interfacial, lo
que significa que las alteraciones de la estructura de la membrana
consecutivas a la aplicacion de pulsos también afectan el agua que rodea la
membrana (trabajo a enviar para publicacién). Por lo tanto, estamos
adquiriendo informacion sobre los cambios que ocurren en las membranas
independientemente de cualquier fendémeno de transporte. Esta
informacion ahora debe ser introducida en los modelos que describen
tentativamente los fendmenos que ocurren en las membranas, para
continuar mejorando el conocimiento de la electroporacion /
electropermeabilizacion de las células, asi como de objetos biologicos
incluso mucho mas pequefos [7].

Sin embargo, hay otro nivel de perturbaciones que también debe tenerse
en cuenta, para el cual la informaciéon se acumula rapidamente: las
reacciones celulares al estrés causado por la entrega de pulsos eléctricos.
Corresponde al conjunto de los aspectos bioldgicos vinculados a la
aplicacion de pulsos eléctricos, con cinéticas que pueden ser de ordenes de
magnitud mayor que la duracion de los pulsos e incluso que la duracion de
la recuperacion de la impermeabilidad de las células a los marcadores de
electropermeabilizacion clasicos.

La construccion de cualquier modelo nuevo se estd por lo tanto
volviendo increiblemente compleja. Esto solo refleja la complejidad de los
fenomenos que se han presentado en la escuela de Tecnologias y
Tratamientos Basados en Electroporacion. Los modelos viscosos, elasticos
y viscoelasticos de la ruptura eléctica de las membranas se han quedado
atras. Los modelos que describen la generacion de poros estables también
son insuficientes hoy en dia. Estan surgiendo modelos que incluyen varios
términos para explicar la evolucion de la permeabilidad y la conductividad
de las membranas celulares [8]. Se espera que puedan dar pistas sobre las
muchas preguntas que aun estan sin resolver. Por ejemplo, considerando la
"electroporacion irreversible", ain se desconoce cudl es el evento
"irreversible" ...

Todos los aspectos desarrollados aqui arriba seran discutidos en el marco
de un nuevo modelo de los fendmenos que ocurren en las membranas de las
células expuestas a los pulsos eléctricos. Se presentara este modelo y se dara
la terminologia para un uso correcto de los términos que se han utilizado



indistintamente hasta ahora. Por lo tanto, se establecera una distincion entre
"electroporacion" y "electropermeabilizacion” en el contexto de la
"electropulsacion” de las células, como parte de un rompecabezas que
colectivamente queremos armar.
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Este libro contiene la uUltima y mas actualizada informacién sobre
electroporacion, electropermeabilizacion 'y campos eléctricos
pulsantes. Proporciona un abordaje conciso al tema incluyendo
aspectos basicos y sus aplicaciones biomédicas, que cualquiera que
este interesado este campo debe comprender para tener éxito en su
aplicacion.
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