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> RESUMEN

Recientemente se han publicado multiples trabajos de-
dicados al analisis de células tumorales tras la aplicacion
de transitorios de tension de corta duraciéon. Los nuevos
avances en sistemas de potencia permiten aplicar pul-
sos de tension de bajos tiempos de conmutacion y cortos
tiempos de aplicacidn. Esto, conjugado con tecnologias
ya maduras sobre Ingenieria de alta tensioén han permiti-
do aplicar transitorios de tension ultrarripidos a células y
tejidos tumorales, con sorprendentes resultados. En este
articulo se resumen los resultados obtenidos hasta la fe-
cha, al igual que se muestran los principales circuitos de
generacion de impulsos que se han disefiado para reducir
el volumen de masas tumorales o destruir células cance-
rigenas.
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> ABSTRACT

Many works devoted to tumor cells analysis after short duration
voltage pulses application have been published recently. New ad-
vances in power systems allow applying short rise time voltage
pulses for short periods of times. These advances, in addition to
developed high voltage technologies have led to the application of
steep fronted pulses to tumor cells and tissues with surprising re-
sults. This paper tries to review the results obtained to the date
regarding to volume reduction in tumor masses or cancer cell des-
truction; in addition to this, main impulse generation circuits are
presented and explained.
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> INTRODUCCION

Existen tratamientos tradicionalmente ttiles en la Iu-
cha contra las enfermedades neoplasicas. La cirugia, la
quimioterapia (incluyendo hormonoterapia e inmuno-
terapia con anticuerpos monoclonales) y la radioterapia,
han conseguido disminuir de forma dristica la mortali-
dad por estas enfermedades. En concreto, la radioterapia
mediante la emision de fotones u otras particulas suba-
témicas, ha permitido disminuir la recidiva local de estas
enfermedades, si bien llevan implicitas toxicidades agudas o
cronicas debido a lesion tejido sano circundante. La
electroterapia consiste en la emisiéon de pulsos eléctri-
cos ultracortos de bajo voltaje que puede devenir en una
nueva arma terapéutica en oncologia. Numerosas expe-
riencias han probado que pulsos eléctricos ultracortos de
alto voltaje, pueden resultar eficaces en la lucha contra
diferentes enfermedades asi como una poderosa herra-
mienta para el avance cientifico médico. Si bien su uso es
aun incipiente, esta técnica se ha revelado util en diversas
aplicaciones. La destruccidén de células tumorales, provo-
car respuestas del sistema inmunitario, terapia génica o la
activacién funciones celulares especificas son solo algu-
nos ¢jemplos'=.

> MODELO CELULAR

Para comprender el efecto que los campos eléctricos pul-
sados tienen sobre la célula, varios investigadores han
propuesto algunos modelos eléctricos de la misma. Estos
modelos se basan en considerar a la célula como un cuer-
po estérico en donde se incluyen uno o varios organulos, por
simplificacién también esféricos, de manera que, tanto la
membrana celular como la membrana de los orginulos,
se consideran practicamente capacidades purasy el medio
celular externo (citoplasma y ntcleo celular) se conside-
ran fundamentalmente resistivos (Tabla 1).!

Aunque los modelos eléctricos de la célula se van
sofisticando  progresivamente y describen con mayor
exactitud las interacciones fisicas de los campos eléctricos
pulsantes con la célula, existe la gran dificultad de descri-
bir mediante estos modelos, los efectos producidos por
los transitorios en la célula como unidad bioldgica (des-
truccién de membranas, alteraciones en ADN, etc.).

> CARACTERiSTICAS DEL PULSO
Los pulsos utilizados habitualmente en bioelectrici-
dad, son de onda cuadrada. Sus valores caracteristicos

son: amplitud mdxima, duracién del pulso, nimero de
pulsos aplicados y tiempo de conmutacion (rise and fall
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Tabla 1.
Valores de parametros eléctricos de una célula animal utilizados para una si-
mulacion.’

Parametros | Conductividad | Permitividad

Geométricos enS/m Relativa
Medio extracelular Radio 10 um 0.6 80.0
Membrana celular Espesor 5 um 0.0 8.0
Citoplasma Radio 5 um 0.6 80.0
Membrana del organulo Espesor 10 um 0.0 4.0
Contenido del organulo Radio 1 um 0.6 80.0

times). Si se habla en érdenes de magnitud, la amplitud
del campo aplicado puede oscilar desde unos pocos KV/
cm hasta algunas centenas, en funcién del tipo de carga
eléctrica al que se aplique (masa de tejido, disolucion ce-
lular, entre otros). Por otro lado, la duracién de pulso va
desde decenas de nanosegundos hasta algunos microse-
gundos. Las combinaciones de estos valores, permiten su
uso en distintas aplicaciones como se verd mds adelante.
Sin embargo, el pardmetro critico por antonomasia para
que todas estas aplicaciones tengan éxito, es el tiempo de
conmutacién.?

Suponiendo un pulso eléctrico aplicado a una cé-
lula con un tiempo de subida excesivamente largo, éste
establecerd un campo eléctrico creciente a través de la
membrana. En respuesta, los iones disueltos en el cito-
plasma se desplazarin del interior al exterior de la célula
acumulindose en las paredes de la membrana atraidos por
el campo aplicado. Por tanto, al campo eléctrico aplica-
do se opone un campo eléctrico inducido consecuencia
de la acumulacién de carga espacial de los iones. De esta
manera, el efecto que pudiera ¢jercer el campo eléctri-
co aplicado se ve fuertemente atenuado. Este fenémeno
es similar al descrito por las descargas parciales internas
que tienen lugar en vacuolas de aislamiento eléctrico de
caracter polimérico.” Sin embargo, cuando el tiempo
de conmutacién es menor, una inversiéon de la polari-
dad puede producirse antes de que los iones acumulados
vuelvan a su posicién original; esto hace que campo
aplicado e inducido se superpongan y se intensifique el
campo eléctrico total en las membranas de las células. Por
otro lado, un transitorio abrupto de tension, da lugar a
una distribucion no uniforme de la misma a lo largo de la
red de capacidades pardsita considerada (de la misma ma-
nera que ocurre en transitorios aplicados sobre maquinas
eléctricas), por lo que en una membrana de la célula se
puede concentrar casi toda la tension aplicada.*
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Recientemente también se han llevado a cabo ex-
periencias con otro tipo de pulsos. Por ¢jemplo, Katsuki
y colaboradores,’ se detallaron el uso de pulsos conoci-
dos como Intense Burst Sinusoidal Electric Field (IBSEF).
Estos, caracterizados por un espectro de frecuencia de
banda estrecha, pueden llegar a provocar efectos similares
a los descritos para el pulso de onda cuadrada y adicio-
nalmente, para una duracién de pulso suficiente, lo que
se conoce como Golpe térmico transitorio. Este consiste en
una clevacién repentina de la temperatura de la célula
objetivo v, la superposicién de esto al efecto no-térmico
convencional producido por el IBSEF, facilita la destruc-
ci6n de la célula.

> EFECTOS DE LOS PULSOS ELECTRICOS EN CELULAS
y TEJIDOS

La funcién de las membranas celulares es aislar a la célula
y sus organulos del medio, permitiendo regular sus fun-
ciones biologicas. La membrana estd constituida de una
bicapa lipidica que se encuentra tachonada por una serie
de proteinas que actian como valvulas o canales de io-
nes que permiten o impiden el paso de moléculas a través
de la misma. Algunos de estos canales estin controlados
por tensidn (voltage gated), de forma que si aplicamos un
pulso eléctrico por encima de un cierto valor umbral
(tipicamente 1 V), estas vias de comunicacion pueden
ser activadas. Gran parte de las técnicas que usan pulsos
eléctricos, tienen como objetivo conseguir desencadenar
este mecanismo (denominado Electroporacién), en primer
lugar, para tener acceso a la célula y posteriormente, para
acceder a los organulos celulares.” Asi, por ejemplo, la
Electroporacién de la membrana celular, puede ser utiliza-
da para mejorar la absorcién de firmacos por parte de las
células tumorales en la quimioterapia.?

Como ya se menciond, conforme menor sea el
tiempo de subida del pulso, se consigue un mayor acceso
a estructuras internas de la célula. Schoenbach y colabo-
radores,” explicaron que el tiempo de carga tipico para
organulos y el nicleo, son inferiores a 1 us. En general, se
utiliza el término de pulsos ultracortos para todos aquellos
que tienen una duracion inferior al tiempo de carga de la
membrana celular, que tiene un valor aproximado de 1
microsegundo para las células humanas.

Otra aplicacion limite del fendmeno de la Electro-
poracién es en que la membrana, modelada como un
condensador, se ve sometida a tal nivel de tensién que
puede llegar a romperse. Desde este punto de vista, el
campo eléctrico aplicado superaria al de ruptura de la
sustancia considerada, dando lugar a un gran paso de
corriente eléctrica que, acompafiado de alta tensién
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aplicada, produciria un consumo de potencia que no
puede ser disipada, y por lo tanto, derivar a la combustion
de esa limina. Los grandes poros formados en la célula,
permiten verter el contenido de ésta, corfocircuitandola.

La hipdtesis de que pulsos mds cortos, afectan
incrementalmente a membranas de estructuras subcelu-
lares, manteniendo la membrana externa intacta, fueron
mostrados, entre otros, por Schoenbach.! Mediante la
aplicacion de pulsos de 60 nanosegundos de duracién y
mids de 50 KV/cm en eosinéfilos humanos en solucion
salina, se evidenci6 la presencia de marcadores que indi-
caban la afectacién de estructuras internas celulares.

Los efectos que se han observado como resultado
de la accién de los campos eléctricos pulsados en las es-
tructuras internas celulares, son muy diversos. Un campo
eléctrico de valor suficiente, puede provocar cambios es-
tructurales en membranas de organulos internos como el
nucleo, reticulo endoplasmaitico o la mitocondria. Estos
dos ultimos orginulos se encargan de almacenar calcio
(Ca™), esencial como transductor para la realizacién de
funciones celulares como sintesis proteica, control respi-
ratorio o expresion génica entre otras.

En esta linea, evidencias experimentales descritas,’
muestran que tanto la liberacién de calcio intracelular,
como otros fenémenos (caida de voltaje en la membra-
na mitocondrial o fragmentacion del ADN), tienen una
gran correlacion con el desencadenamiento de lo que se
conoce como Apoptosis. La Apoptosis, o muerte celular
programada, es un proceso celular genéticamente con-
trolado por el que las células inducen su propia muerte en
respuesta a determinados estimulos, de ahi que frecuen-
temente el proceso apoptdtico se describa como suicidio
celular por el cual la célula se destruye ordenadamente en
cuestion de minutos u horas. Cuando alguna de las vias
de la Apotosis estd alterada, la ausencia de esta, puede favo-
recer una reproduccién celular incontrolada que puede
dar lugar a una neoplasia.

Un ¢jemplo de las diferentes experiencias que se han
llevado a cabo para inducir Apoptosis de forma provecho-
sa, fue realizado por Schoenbach.? A 120 ratones con
células de melanoma se les aplico 400 pulsos eléctricos
de 300 ns de duracién (inferior al tiempo necesario para
causar la Electroporacion clasica), en los que se alcanzé el
90% de su valor pico en 30 ns. En el transcurso de dos
semanas, el volumen del tumor decrecid 90%.

De igual manera, se observo la apariciéon de indi-
cadores de Apoptosis al exponer células Jurkat (una linea
celular de linfocitos T) in vitro a diferentes pulsos de
nanosegundos de duracién: 150KV/cm durante 10 ns,
60KV/cm durante 60 ns o 26KV/cm durante 300 ns.®
Existen otros ejemplos de induccién de Apoptosis.'>%10
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La variacién de los pardmetros eléctricos del pulso,
permite obtener un gran espectro de efectos producidos
en la célula. Dado que la misma es un sistema dinami-
co y los parametros eléctricos varian dependiendo de
su tipo, resulta dificil establecer unas reglas fijas sobre su
comportamiento. Sin embargo, algunos trabajos previos
apuntan a iguales productos de tiempo de duraciéon de
pulso por magnitud del campo aplicado como agentes
de dafos similares (siempre y cuando el tiempo de su-
bida sea suficientemente pequeno). Es ficil continuar el
razonamiento de estos autores asociando esta relacion a
la energia involucrada en el transitorio aplicado. Al tra-
tarse de un medio material esencialmente conductor,
un transitorio de tension u(f) da lugar a un transitorio de
corriente i(t) pricticamente en fase con el anterior. Con-
forme la tensién aumente, también lo hari la corriente
que atraviese el tejido, y por tanto, la energia consumida
por el mismo crecera con la magnitud de la tension apli-
cada u(t) y el tiempo de aplicacion t=(t,-t,) de la misma.

W= J” u(t)-i()-dt (1)

Asi, iguales valores de energia consumida I por un
determinado volumen de tejido, deberian tener similares
consecuencias. Por ¢jemplo, una aplicacién prolongada
del transitorio aplicado (t>>1 us), daria lugar a la carbo-
nizacién del tejido bajo estudio, incluyendo en esto a las
células sanas del mismo.

Es conocido que la quimioterapia antineoplasica
dana de forma parecida a células cancerosas y células sa-
nas. Segtin se explica Schoenbach,? experiencias llevadas
a cabo con células cancerosas y sanas en viales, mostraron
una destruccidn bastante selectiva de las células cancero-
sas mediante el uso de transitorios de campos eléctricos.
Sin embargo, pruebas en tejidos de ratones vivos mues-
tran un cierto dafo en la zona sana que rodea al tumor,
aunque dicho dafio fue solamente temporal. Este fen6-
meno sdlo se explica por la posibilidad de que las células
sanas tengan un programa genético que les permita actuar
en respuesta, defenderse y regenerarse ante dichos transi-
torios eléctricos, mientras que las células cancerosas no.?

La aplicacién de pulsos ultracortos puede funcionar
como sustitutivo de las actuales técnicas de terapia génica
basadas en un virus vector, que permiten introducir un
nuevo gen en el nicleo con el objetivo de corregir una
enfermedad de origen genético o inmunizar a las perso-
nas de una enfermedad en particular, permeabilizando las
membranas y rechazando los mecanismos de la célula que
evitarian la entrada del material genético. La utilizacién
de virus como vectores de entrada en la célula, ha sido
llevada a cabo con éxito anteriormente; sin embargo, en
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ocasiones entrana grandes riesgos para el paciente. El vi-
rus puede incluir el nuevo gen en una ubicacién distinta
de la deseada o incluso puede, por si mismo, desencade-
nar una reaccién fuera de control del sistema inmune. La
aplicacion de pulsos eléctricos eliminaria estas y otras tra-
bas que habitualmente encuentra la ingenierfa genética.

> GENERADORES DE PULSOS DE ALTA TENSION

A continuacién, se describen tres dispositivos basados
en diferentes tecnologias: Cable coaxial activado por ex-
plosor, un Water Blumlein activado por explosor y un
modulador. Cada uno de los dispositivos responde a unas
necesidades de pulso y carga, ya sea disoluciones celulares en
vidrio portaobjetos para microscopio, disolucion celular
en cubetas o tejidos. Cada una de estas tiene unas propie-
dades eléctricas diferentes y distintos ambitos de aplicacion.

Sistema Water Blumlein o minipulser: Dispositivo basa-
do en los sistemas de linea de transmisiéon Blumlein. Este
consiste generalmente en un dieléctrico cubierto en am-
bos lados, a modo de saindwich, por conductores. Uno de
estos conductores estd conectado a una fuente continua
de alto voltaje (de valor tal como el que se quiere aplicar
sobre la carga); por el mismo extremo, el otro conduc-
tor, estd conectado a tierra (Figura 1). La carga se ubica
en una abertura realizada en el punto medio del conduc-
tor conectado a tierra, en cuyos extremos se sitlian unos
electrodos planos tipicamente de aluminio. Opcional-
mente, para mejorar el comportamiento del mecanismo,
se pueden introducir los electrodos dentro de la cubeta
que contiene la muestra.

El dispositivo Blumlein generalmente se alimenta
mediante una fuente a través de un convertidor Flyback.
Esta fuente permite cargar el dispositivo hasta el momen-
to en que un explosor ubicado en el extremo de la fuente
cortocircuita los conductores. Estos se descargan de ma-
nera que, debido a la longitud de los mismos, aparecen
una serie de ondas viajeras que, por medio de fendmenos
de reflexion y refraccién, alcanzan la carga con valor el
maximo de tension.

La duracion del pulso viene determinada por la lon-
gitud de la linea de transmisién de la siguiente manera

CT
Je,
Donde

I es la longitud de la linea de transmisién

T duracion del pulso

c velocidad de la luz

&, permisividad relativa del dieléctrico que separa
los dos conductores

[ =
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Figura 1.
Linea de transmision Blumlein.

El pulso de voltaje aplicado a la carga serd una onda
de tensién cuadrada unipolar de amplitud igual a la del
generador, siempre y cuando la impedancia de la carga
sea igual a la impedancia del conductor.

Este generador de pulsos estd orientado a cargas gran-
des, generalmente tejidos o cubetas. Las cubetas son
recipientes de teflon con un volumen inferior al ml
que contienen varios millones de células en suspensién
en medio acuoso. Las dimensiones de la cubeta vienen
condicionadas, entre otras cosas, por la separacion entre
electrodos de la cimara de exposicidn del dispositivo.

La carga suspension-cubeta tiene una resistencia
que oscila en torno a los 10€2 . Por otro lado, el com-
portamiento eléctrico de ésta es muy aproximado al del
agua. Una permisividad relativa tan alta (7 80) hace que,
para frecuencias progresivamente mds altas, domine un
componente capacitivo que se superpone al pulso, distor-
siondndolo notablemente. Es por esto habitual que en el
generador Blumlein, el dieléctrico ubicado entre los con-
ductores sea agua destilada, ya que adoptando una cierta
simetria entre las medidas de cubeta y el dieléctrico de la
linea Blumlein, se facilita la adaptacién de impedancias
entre carga y linea de transmision.'”

Dentro de los dispositivos comentados aqui, posi-
blemente este sea el que menor flexibilidad ofrece a la
hora de configurar los pulsos; la duracion del pulso viene
determinada por el disefio del Blumlein (longitud, espe-
sor, dieléctrico intermedio).

Figura 2.
Sistema de transmision de un solo extremo.”

Salto de

Cargador 70.To chispa

Cabe destacar que una de las ventajas de este disposi-
tivo frente a otros generadores de pulsos, es su capacidad
para mantener una independencia entre la duracién de
pulso y el tiempo de conmutacion.

Sistema de linea de transmision de un solo extremo o me-
dipulser: Similar al anterior, en el sentido en que se basa
en una linea de transmisidn; sin embargo, en este caso, el
Blumlein se sustituye por un cable coaxial de potencia que
realiza la misma funcién (Figura 2). El cable se alimenta
mediante un transistor de efecto campo, Metal-Oxide-
Silicon Field Effect Transistor (MOSFET) que conmuta
tensiones continuas. Una ventaja respecto al Blumlein,
reside en que la posibilidad de cambiar los cables coaxia-
les con mayor facilidad de manera que se pueda modular
la duracion de los pulsos. Por otro lado, hay que tener en
cuenta que el voltaje aplicado sobre la carga serd la mitad
del generado por la fuente. Esto es debido a que el dis-
positivo esta pensado para cargas de menor impedancia,
como por ejemplo, tipo cubeta.

Generador de pulsos basado en circuitos de estado solido o
minipulsers: Este dispositivo estd pensado para generar
pulsos sobre muestras depositadas en portaobjetos para su
observacién en el microscopio. El portaobjetos se sitia
en una camara de exposicion integrada en el dispositivo.
Esta camara tiene una anchura entre electrodos que os-
cila en la centena de micrémetros, permitiendo grandes
intensidades de campo en la muestra (en torno a decenas
de KV/cm) para voltajes que no superan el KV. Esto se
consigue mediante el dispositivo descrito en la Figura 3.
Un condensador, se carga a través de una fuente de conti-
nua; con el MOSFET fuera de conduccion, toda la tension
continua cae en el condensador. Para cada sefial de con-
trol que llega a la puerta del MOSFET, éste permite el
paso a la corriente entre drenador y fuente, haciendo que
el condensador descargue el pulso sobre la carga; en el
proceso transitorio, el condensador presenta impedancia
despreciable respecto a R, aplicindose sobre ésta toda la
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Figura 3.
Generador de pulsos basados en circuitos de conmutacion MOSFET.”

Suministro de
corriente directa

——
c =
Puerta del circuito

conductor ’_I‘o_|
[ | AL

1

Sefial “gatillo”

tension al final del proceso de descarga del condensador a
través de la malla R -C-R,, . . En comparacién con los
generadores explicados anteriormente, esta tecnologia
proporciona tensiones considerablemente mas bajas. Sin
embargo, atendiendo a la necesidad de monitorizar en
tiempo real las muestras celulares expuestas, este genera-
dor permite una gran miniaturizacién y flexibilidad de los
parametros de pulso. Es posible variacion de amplitud,
frecuencia, duracion de pulso y adicionalmente se puede
controlar el tiempo de subida del pulso ajustando la sefial
de disparo del MOSFET. Por otro lado, las muestras a
analizar son siempre soluciones con cantidades pequenas
de células que rondan la centena.

En la Tabla 2 se muestra una comparacion sobre los
tipos de circuitos que pueden emplearse para generar los
campos eléctricos necesarios para provocar dafios en teji-
dos o células cancerigenas.

> CONCLUSIONES

En este trabajo se han presentado las lineas de investigacion
dedicadas al tratamiento de células y tejidos tumorales.
Los nuevos desarrollos en electrénica de potencia junto
con la madurez de la Ingenierfa de la Alta Tensién han
permitido desarrollar equipos capaces de aplicar tensiones
transitorias de gran magnitud, corta duracion y tiempos
de conmutacion infimos. Estos campos eléctricos han
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Tabla 2.
Valores caracteristicos de los generadores.”
Coanialtine | Mo | ol State

Voltaje Méximo Tens of KV Tens of KV 1KV
Tiempo de Conmutacion <1ns <1ns 3ns
Impedancia de la Carga Z, 27, >>R
Fuente de carga 2V, ., Pulsado V.o Pulsado | V. pulsado
Duracion del pulso >1ns >1ns >12ns
Tamario Medio Grande pequefo
Interfaz con la carga Dificil Facil Facil

demostrado tener un efecto nocivo sobre células canceri-
genas, con una gran selectividad en su ataque tejidos vivos
del organismo. Esta técnica merece a juicio de los auto-
res la atencidn de los investigadores en oncologia basica
y clinica, pues puede dar lugar a una nueva tecnologia
alternativa a los tratamientos actuales.
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