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Resumen

La electroterapia con corriente eléctrica directa se aplicé a un modelo de tumor murino
subcutdneo (tumor de Ehrlich). La corriente fue suministrada a través de electrodos de Pt,
donde el cdtodo fue introducido directamente en los tumores y el dnodo subcutdneamente
en la vecindad de éstos. Después de la electroterapia de un solo estimulo se observé que la
disminucién del volumen y el porcentaje de necrosis de los tumores fueron significativos y
dependientes de laintensidad de corriente directa (1,8 y4 mA). Enlaelectroterapiarepetitiva
con 1,8 y 4 mA en diferentes dfas y zonas del tumor, también se observé disminucion del
volumen del tumor. Los grupos controles en ambos casos fueron sometidos a las mismas
condiciones, pero no se les suministrd corriente eléctrica. Estos resultados indican que la
electroterapia en estadios avanzados también puede ser una terapia antitumoral efectiva y
que sus efectos son mejores a mayores intensidades de corriente. Se concluy6 que la
electroterapia paraestos estadios debe aplicarse mediante el empleo de un arreglo de electrodos
dispuesto simétricamente en todo el tumor o en secciones de éste por separado, con el
objetivo de disminuir los altos voltajes que se aplican entre los electrodos.

Palabras claves: electroterapia catddica; tumor ascitico de Ehrlich; porcentaje de necrosis;
volumen del tumor.
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Abstract

Electrotherapy withdirect electric current was performed on a subcutaneous murine tumor
model (Ehrlich tumor). The current was supplied through Pt electrodes, where the cathode
was inserted directly into the tumors and the anode subcutaneously in their vicinity. After
the single shock electrotherapy the tumors volume diminish and the necrosis percentage
were observed to be significant and dependent on direct electric current (1.8 and 4 mA). On
the repetitive electrotherapy with 1.8 and 4 mA in different days and sites of tumor, tumor
volume decrease was also observed. The control groups in both were subjected to the same
conditions without electric current. These results show that electrotherapy in advanced
stages also can be an effective antitumoral therapy and that its effects are better for the
highest current intensity. It was concluded that electrotherapy for these stages must be
applied by means of an electrodes array placed symmetrically all over the tumor, or in
sections of the tumor separately, with the aim of reducing the high voltage applied between
the electrodes.
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Introduccion

En la actualidad, la modalidad terapéutica de
lacorrienteeléctrica (electroterapia) estd sien-
domuy estudiaday aplicada, puesto que cons-
tituye un medio efectivo en el tratamiento de
algunas enfermedades por su poder estimu-
lador e inhibidor de la proliferacion celular.
Este poder inhibidor hace que ésta pueda ser
utilizada en el tratamiento local de tumores
malignos. Ademds, este tipo de terapia se ca-
racteriza por su bajo costo, minima inva-
sividad, efectividad antitumoral extensible e
inmediata’"', asi como por su influencia
positiva en el control de la diseminacién me-
tastdsicadel tumor'®. En estos estudios se han
realizado mediciones de parametros cinéticos
(tiempos de doblaje del volumen y de retardo
del crecimiento del tumor) y andlisis de ne-
crosis (através de cortes histoldgicos, técnicas
de Espectroscopia de *'P e Imdgenes de
RMN)-7, Los estudios clinicos han con-
firmado la eficacia de la electroterapia en el
tratamiento de tumores en humanos*'®. Para
explicar el marcado efecto antitumoral de la
corriente eléctrica directa, han sido propuestos
varios mecanismos de accion, entre los cuales
se encuentran: cambios en el potencial trans-
membrana®®*?; cambios electroquimicos cau-
sados porel flujo de corriente establecidoentre
loselectrodos!-*1%1319 jonizacion del tejido,
entre otros. Sin embargo, estos mecanismos
atn son pocos entendidos.

En la inmensa mayoria de los trabajos ex-
perimentales se¢ ha demostrado la poten-
cialidad antitumoral de la corriente eléc-
trica directa en los primeros estadios de la
enfermedad, cuando atin los tumores son
de pequefio volumen!", En el presente

trabajo se evalda la efectividad de la cor-
riente eléctrica directa de bajo nivel sobre
un tumor experimental murino (tumor de
Ehrlich) en estadios avanzados que se cor-
responden con voltimenes que oscilan entre
100 y 4000 mm?.

Materiales ymétodos

Animales

Enelexperimento se utilizaron ratones machos
Balb/C,conedadesentre 7y 8 semanasy pesos
entre 18 y 22 g, suministrados por el La-
boratorio de Animales y Biomodelos Expe-
rimentales (LABEX) de Santiago de Cuba,
Cuba, los cuales se encontraban en buen estado
de salud y se mantuvieron dentro de un local,
encajas pldsticas, aunatemperaturaconstante
de 23°Cy humedad relativa de 65%.

Tumor

La suspension de células del tumor ascitico
de Ehrlich, singénicas al ratén Balb/C, fue
preparada a partir de la forma ascitica del
tumor. Los tumores sélidos subcutdneos se
iniciaron en la region dorsolateral por ino-
culacién de 5 x 10°células, con un 95% de
viabilidad. El conteo de células se realizd
utilizando un hematocitometro.

El volumen del tumor se calculé aplicando
la férmula del volumen de un elipsoide
(V =mabc/6), para lo cual se realizaron me-
diciones diarias a los tres didmetros (mu-
tuamente ortogonales) a, b, ¢ del tumor,
con un pie de rey de 0,05 mm de precision.

Electroterapia
Para la aplicacion de la electroterapia, en el
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Aplicado (CNEA) se disefi6 y construyé una
fuente de corriente directa de alta estabilidad
y bajo ruido. Se utilizaron electrodos de Pt
de 0,7 mm de didmetro y 20 mm de longitud,
los cuales se insertaron subcutdneamente. La
electroterapia aplicada fue la catdica, donde
el catodo fue insertado en el tumor y el dnodo
a una distancia de 8-10 mm de su borde. Al
grupo control se le colocaron igualmente los
electrodos, perono se le suministré corriente.

Las dosis utilizadas en el tratamiento fueron
de 1,8 mA y 4 mA durante 60 y 30 min, res-
pectivamente; controladas mediante el mo-
nitoreo continuo de la corriente eléctrica y el
voltaje. Se siguieron dos esquemas de elec-
troterapia: uno de un solo estimulo (en el dia
ceroy en el centro del tumor), con 1,8 y 4 mA,
siendo el volumen inicial del tumor de apro-
ximadamente 140,5 mm?; y otro de un solo
estimulo repetitivo (en diferentes dias y zonas
del tumor). En este tltimo esquema se rea-
lizaron tres experimentos: en el primero se
aplicé una dosis de 1,8 mA durante 60 min, en
los dias ceroy sexto, aun tumor cuyo volumen
inicial fue de aproximadamente 541 mm?; en
el segundo se aplicé esta misma dosis en los
dias cero, segundo y quinto, en un tumor cuyo
volumeninicial fue aproximadamente de 3.467
mm?®y en el tercero se suministré una dosis de
4 mA durante 30 min, en los dias cero y se-
gundo, a un volumen tumoral de aproxima-
damente 2516,5 mm®.

Para el estudio de necrosis se conformaron
tres grupos: uno control (n = 16) y dos tra-
tados, el primero con 1,8 mA durante 60
min (n=19)y el segundo con 4 mA durante
30 min (n = 20). Se sacrificaron de 3 a 5
animales por grupo a las 24, 48, 72 y 96
horas, después de la electroterapia de un solo
estimulo. El volumen inicial de estos grupos
fue de aproximadamente 140 mm?.

Analisis anatomo-patoldgico deltumor
Los cortes histologicos de cada tumor se
efectuaron segin el didmetro mayor, se fi-
jaron en formol al 10% y se procesaron por
el método de la parafina. La coloracién em-
pleada fue la de Hematoxilina y Eosina.
Cada corte se dividié en cuatro campos
microscopicos para calcular el porcentaje
de necrosis através de lentes panordmicas;
porcentaje este que se determiné por medio
de la relacion existente entre el drea ne-
crosada y el 4rea total del tumor, multi-
plicada por 100%.

Anélisis estadistico

El criterio estadistico no paramétrico utilizado
fue el de la suma de rango de Wilcoxon-
Mann-Whitney de una cola, para o = 0,05,
con el fin de comparar los volimenes y el
porcentaje de necrosis entre los grupos control
y tratados.

Resultados

Electroterapiade un solo estimulo

En la Figura 1 se comparan las curvas de
crecimiento del tumor de dos grupos tra-
tados con intensidades de corriente y tiem-
pos de exposicién diferentes: 1,8 mA du-
rante 60 min (n = 10) y 4 mA durante 30 min
(n=8); asi como de un grupo control (n = 10)
después de un solo estimulo de corriente en
el diacero. Los volimenes iniciales de los
grupos sometidos a 1,8 mA durante 60 min
y 4 mA durante 30 min fueron, respectiva-
mente, de 141,5 +0,78 y 139 + 1,80 mm?;
mientras que el del control resultd ser de
142 + 0,86 mm?®. Después de la electro-
terapia se observé que los voliimenes de los
tumores disminuyeron significativamente
enlos grupos tratados con respecto al grupo
control, efecto que fue mas acentuado con
4 mA (Tabla 1).
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Figura 1 - Efecto antitumoral de la elec-
troterapia catddica de un sélo estimulo (1,8
mA durante 60 min y 4 mA durante 30 min)
aplicada el dia cero, en tumores de Ehrlich
subcutdneo. Se grafican los valores medios
de los volimenes con barras verticales que
indican la desviacion estdndar de la media.




Tabla 1 - Evaluacién estadistica de las curvas de crecimiento del tumor después de la
electroterapia con 1,8 mA durante 60 min y 4 mA durante 30 min, en el modelo de tumor de

Ehrlich.

Probabilidad Cero Primer Segundo Tercer Cuarto

p dia dia dia dia dia

PLY 5o S \A 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
plV, A<Vl 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
plV, . < VLx ol 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VC, Vl,x sl V4 nd volimenes de los tumores para los grupos control y tratados con 1,8 y mA,
respectivamente.

Enlos grupos tratados, los estudios de necrosis
revelaronquelos porcentajes denecrosis fueron
significativamente mayores queenlosdel grupo
control, particularmenteenel grupoque seaplicd
electroterapia de 4 mA (Tabla 2). Estos altos
porcentajesde necrosisjustifican ladisminucion
del volumen del tumor, lo cual demuestra que
lanaturalezade laelectroterapiaes citotdxica.
En los grupos tratados se observo alrededor
del cdtodo una gran dreanecréticay unamay-
or vascularizacién; mientras que en el grupo
control,el dreade necrosis fue observadaalea-
toriamente sobre el area total del tumor.

Tabla 2 - Porcentajes de necrosis (P) del

Electroterapia de un soloestimulo
repetitivo

En la Figura 2 se comparan las curvas del
crecimiento del tumor en los grupos control
(n = 10) y tratado (n = 10) con corriente
directade 1,8 mA durante 60 min. Los vold-
menes iniciales en estos grupos fueron de
541 + 11,27 y 541 = 13,13 mm?, respec-
tivamente. La electroterapia se aplicé en los
dfas cero y sexto, observandose en ambos
casos, alas 24 horas postratamiento, una dis-
minucidn significativa del volumen del tu-
mor (Tabla 3).

tumor de los grupos control y tratados con

electroterapia de 1,8 y 4 mA, a las 24, 48, 72 y 96 horas postratamiento en el modelo de

tumor de Ehrlich.

Tiempo Control 1,8mA 4,0mA
postratamiento P,=P[P, gma <P p,=p[P, .<P]
horas P;=PIP,ua <P mal
24 24 +5,48 (5) 77 £ 4,47(5) 86 £ 5,48(5)
p, = 0,004 p,= 0,004
p,=0,028
48 275+£5(4) 62 £ 8,37 (5) 88 £4,47 (5)
p, =0,008 p,=0,008
p, = 0,028
72 30 + 8,16 (4) 60 + 18,7 (5) 92 + 4,47 (5)
p,=0,016 p, = 0,008
p, = 0,000
96 23,3£5,8(3) 55+12,9(4) 86 5,48 (5)
p, =0,028 p,=0,018
p,=0,008

Entre paréntesis se especifica el nimero de muestras utilizadas; p significa la probabilidad
calculada por el criterio estadistico no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.



Tabla 3 - Evaluacién estadistica de las curvas de crecimiento del tumor, en el modelo de
tumor de Ehrlich, después de la electroterapia de 1,8 mA durante 60 min en los dfas cero y

sexto.

Probabilidad ~ Primer Segundo Tercer Cuarto Quinto  Sexto Séptimo
p dia dia dia dia dia dia dia

PV, gma<V] 0,010 0,000 0,000 0,080 0,001 0,010 0,000

V.V ¢.a: volimenes de los tumores para los grupos control y tratado con 1,8 mA.
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Figura 2 - Curvas de crecimiento del tumor
para los grupos control y tratado con corriente
eléctrica catdlicarepetitiva de 1,8 mA durante
60 min, aplicada los dias cero y sexto en un
tumor de Ehrlich subcutdneo. En las curvas de
crecimiento se presentan las barras verticales
queindicanladesviacién estdndar de lamedia.

Al aplicar la electroterapia de 1,8 mA durante
60 min en los dias cero, segundo y quinto
(Figura 3), disminuy6 el volumen del tumor
después de los dias cero y segundo, no ocur-
riendo as{ el quinto dia. Se observé una di-
ferencia altamente significativa en la curva de
crecimiento del tumor del grupo tratado con
respecto a la del control (Tabla 4). En esta
situacién, el volumen inicial en el grupo control
(n = 6) fue de 3.458 + 135,64 mm3; y en el
grupo tratado (n =6), de 3.476 + 134,68 mm®.

Figura 3 - Curvas de crecimiento del tumor
siguiendo una electroterapia catddica re-
petitiva (1,8 mA durante 60 min), aplicado
los dias cero, segundo y quinto en un mo-
delo de tumor de Ehrlich subcutédneo. Barras
verticales indican la desviacion estandar de
la media.

Cuando al grupo tratado se le aplicé corriente
de 4 mA durante 30 min, los dias cero y se-
gundo (Figura 4), se observé que después de
cadaestimulo disminuy6 el volumen del tumor
(Tabla5). Los volimenesiniciales, mostrados
en la Figura 4, de los grupos control (n=6) y
tratado (n = 6) fueron de 2.508 + 58,33 y de
2.525 + 55,41 mm?, respectivamente. Los
tumores con volimenes mayores a 2.000 mm?
resultan irregulares y es dificil definir con
exactitud sus tres ejes; razon por la cual se

‘Tabla 4 - Evaluacién estadistica de las curvas de crecimiento del tumor, en el modelo de
tumor de Ehrlich después de la electroterapia con 1,8 mA durante 60 min, en los dias cero,

segundo y quinto.

Probabilidad Primer Segundo Tercer Cuarto Quinto Sexto
o] dia dia dia dia dia dia
PIV, gma< V] 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

V.,V ;... volimenes de los tumores de los grupos control y tratado con 1,8 mA.




considerd la masa fundamental del tumor,
tomando como criterio la medicién de las
longitudes de los tres ejes acotados, sin tener
en cuenta sus contornos indefinidos.
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Figura 4 - Curvas de crecimiento de tumores
de Ehrlich sometido a electroterapia catodica
repetitiva de 4 mA durante 30 min aplicada
los dias cero y segundo. Barras verticales
indican la desviacion estdndar de la media.

La aplicacion de corriente eléctrica de 1,8
mA durante 60 min y 4 mA durante 30 min a
tumores de volimenes mayores que los ante-
riormente mencionados (=4000 mm?*) retardé
el crecimiento de éstos; pero en estos grupos
tratados se observé una alta mortalidad a las
48 horas postratamiento, inducida por la
accién de la corriente eléctrica directa.

En todas las fases estudiadas, los criterios
estadisticos arrojaron diferencias altamente
significativas (p < 0,02) entre los grupos
tratados y sus controles (Tablas 1-5). En la
electroterapia de un solo estimulo, aunque
se encontrd igualmente una diferencia sig-
nificativa (p <0,05) entre los grupos tratados,
los mejores resultados se obtuvieron con la
dosis de 4 mA durante 30 min (Tabla 2).

Discusion

Este estudio evidenci6 que la electroterapia
catédica ejerce un marcado efecto antitumoral
enestadios avanzados, resultado también ob-
tenido por Sersa y colaboradores en tumores
de volumen pequefiot” '>17. Otros autores
han reportado resultados similares con la
terapia anddica’* 819, La existencia de una
relacion lineal entre la carga suministrada al
tumor y los volimenes de regresion de éste,
independientemente de la terapia utilizada,
nos permite emplear indistintamente la terapia
catédicaoanddica, siempre y cuandolarazén
entre las cargas suministradas al tumor, para
cada terapia, sea igual a la razén entre las
pendientes de las rectas obtenidas de forma
experimental, para cada tipo de terapia, y a
su vez igual a una constante, la cual es ca-
racteristica para cada tipo de tumor, garan-
tizdndose de esta forma resultados similares
para ambas situaciones. Griffin y colabo-
radores!"¥ reportaron la existencia de cargas
limites para ambas terapias, por encima de
las cuales hay un alto indice de mortalidad en
los animales tratados.

Los grupos tratados con corriente eléctrica,
respecto asus controles, mostraron porcentajes
denecrosis y disminucién del volumen tumoral
altamente significativos (Figuras 1-4) (Tablas
1-5). Enlas Tablas 1-3 y Figura 1, se comparan
los resultados entre las dosis utilizadas, obser-
vandose los mejores resultados para la dosis de
4 mA durante 30 min. Este resultado indica
queel efecto antitumoral de las corrientes eléc-
tricas es mas efectivo para los niveles de cor-
riente mas altos, coincidiendo con lo reportado
por Dodd y colaboradores"?; Zhu y colabo-
radores>'¥; Sersa y colaboradores”.

La electroterapia repetitiva fue utilizada para
los mayores volimenes tumorales, observan-
dose respecto a la electroterapia de un solo
estimulo, una disminucion del volumen mas
acentuada debido a que en diferentes dias, el

Tabla 5 - Evaluacion estadistica de las curvas de crecimiento del tumor en el modelo de
tumor de Ehrlich después de la electroterapia, con 4 mA durante 30 min, en los dias cero y

segundo.

Probabilidad Primer Segundo Tercer Cuarto Quinto Sexto
o] dia dia dia dia dia dia

plV, A<Vl 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

V_,V,_,:volimenes de los tumores para los grupos control y tratado con 4 mA.



catodo fue colocado en distintas zonas del
tumor, produciéndose un aumento del drea de
necrosis (Figuras 2-4).

Ladisminucién del volumen tumoral obser-
vadaen los grupos tratados fue consecuencia
del alto porcentaje de necrosis debido a la
accion directa y/o indirecta de la corriente
eléctrica sobre las células cancerosas, con-
duciendo a la muerte de éstas. La accién
directa puede estar dada por perturbaciones
electromecénicas inducidas en lamembrana
de las células cancerosas, lo que trae como
resultado cambios en el potencial transmem-
brana, en los procesos metabdlicos y/o en
los componentes estructurales de estas cé-
lulas. La accién indirecta (aspecto que serd
objeto de discusion en un préximo trabajo)
puede serexplicadapor laaccion deradicales
libres tales como los iones hidroxilo (OH") e
hidronio (H,0*) que se producen en el cdtodo
y el 4nodo, respectivamente. La produccién
deestosioneses dependiente de laintensidad
de la corriente eléctrica directa e inducen al-
teraciones en los aminodcidos, enlace cruzado
proteina-proteina y lipidos que componen la
membrana celular.

También se observo vascularidad del tejido
peritumoral atribuible a la electroterapia.
Dodd y colaboradores!” explican que esto
puede estar dado por la presencia de trombos
en los vasos capilares del tumor o en los que
lo alimentan, e incluso en ambos. Ademas
de esta hipétesis, suponemos que la afec-
tacion de la vascularidad pudiera deberse a
lasustitucién del tejido necrético por fibroso.

La alta mortalidad observada en los grupos
tratados, donde los volimenes tumorales
fueron iguales o mayores a 4000 mm?*, se
debe aque para mantener los mismos niveles
de corriente hay que aumentar la diferencia
de potencial entre los electrodos, ya que és-
tos se encuentran mads alejados uno del otro
debido al gran tamafio del tumor. Este au-
mento de la diferencia de potencial trae con-
sigo un incremento del campo eléctrico, que
al estar proximo o por encima del umbral
fisiolégico permisible puede dafiar al tejido
normal circundante y, por ende, convertirse
en letal. Este aumento del campo eléctrico
también produce un reforzamiento de las
vias de accién directa y/o indirecta de la
corriente eléctrica directa sobre-las células
cancerosas, mencionadas anteriormente. De
ello se infiere que es preciso ser cuidadoso

con la aplicacién de la corriente eléctrica
directa en estos estadios, puesto que puede
tener efectos adversos sobre el organismo,
para la configuracion de electrodos usada
(un par deelectrodos). Para tumores de gran
tamafio, independientemente de los altos
voltajes que hay que aplicar entre los elec-
trodos, el uso de un par de electrodos no es
recomendable ya que siempre una parte del
tumor logra sobrevivir a la accién de la cor-
riente eléctrica directa y luego comienza a
recuperarse, aumentando su volumen (Figu-
ras 1-3). Estos dos inconvenientes pueden
resolverse mediante el empleo de un arreglo
de electrodos (configuracion que genera un
campo eléctrico homogéneo sobre todo el
tumor) y/o dividiendo el tumor en secciones,
las cuales se tratan por separado con dicho
arreglo, ademds de combinar esta modalidad
terapéutica con otras, tales como: quimio-
terapia, genoterapia, cirugfa y/o inmuno-
terapia.
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