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RESUMEN

Entre los tratamientos actuales para el carcinoma he-
patocelular se encuentra un grupo de técnicas de ablacién
minimamente invasivas con gran aceptacion clinica por su
mayor eficacia y seguridad respecto a las terapias tradicio-
nales, bajo coste econémico y aplicacién ambulatoria.

La electroporacion irreversible es una técnica de abla-
ci6én no térmica que crea nanoporos en la membrana ce-
lular mediante administracién de campos eléctricos, in-
duciendo la muerte de las células tumorales. Aunque la
electroporacién irreversible presenta resultados promete-
dores en numerosos ensayos clinicos, su control a largo pla-
zo del crecimiento y de las recidivas tumorales es inferior al
de la radiofrecuencia. La combinacién de electroporacién
irreversible con agentes inmunoldgicos podria aumentar
su eficacia tanto en el tratamiento de lesiones focales como
de metdstasis. Esta revision realiza una actualizacién sobre
la electroporacidn irreversible: procedimiento, mecanismo
de accidn, aplicacién como tratamiento del carcinoma he-
patocelular y alternativas de mejora que estan aflorando en
los dltimos afios.
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ABSTRACT

Currently, among the possible treatments for hepatocel-
lular carcinoma there is group of minimally invasive abla-
tion techniques with wide clinical acceptance due to their
greater efficacy and safety in comparison to traditional
therapies, low cost, and no need of being admitted to hospi-
tal (outpatient treatment program).

Irreversible electroporation is a non-thermal ablation
technique in which electrical fields are used to create nan-
opores in the cell membrane that induce tumor cell death.
Irreversible electroporation has shown promising results in
numerous clinical trials; however, its control on long-term
tumor growth and recurrence is inferior in comparison to
that of radiofrequency. Combining irreversible electropora-
tion with immunological agents may increase its efficacy in
the treatment of focal lesions and metastases. In this work,
we present an update on IRE including procedure, mecha-
nism of action, application as a treatment for HCC, and the
improvements that have been made in the past few years.

Keywords. Hepatocellular carcinoma. Electroporation. Im-
munologic agents.
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INTRODUCCION

El carcinoma hepatocelular (CHC) ha sido en el
afio 2020 la sexta neoplasia con mayor incidencia
mundial y la tercera en mortalidad, con 906.000
nuevos casos y 830.000 fallecimientos, segun la Or-
ganizaciéon Mundial de la Salud. La incidencia del
CHC en los tltimos 30 afios se ha triplicado en EEUU
debido al aumento de prevalencia de la obesidad y
de la cirrosis secundaria a esta?. A pesar de haber
aumentado el porcentaje de CHC detectados en fa-
ses tempranas, la mayoria de los pacientes son diag-
nosticados en estadios avanzados no curables, con
una supervivencia del 47% al primer afio**. En 2019
se diagnosticaron en Espafia 6.499 nuevos casos de
CHCy las muertes causadas por este tumor se eleva-
ron a 5.192 personas, segin la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica®.

La creciente incidencia del CHC ha promovido el
desarrollo de diferentes opciones terapéuticas abla-
tivas minimamente invasivas que van cobrando una
especial relevancia en la practica clinica como com-
plemento o alternativa a la cirugia. En este escenario
es importante el conocimiento de las indicaciones
de cada una de ellas de cara a personalizar el trata-
miento en cada paciente.

Entre los nuevos tratamientos se encuentra la
electoporacidn irreversible, una técnica de ablacién
tumoral no térmica que, mediante la formacién de
nanoporos en la bicapa lipidica de la membrana de
las células tumorales, conduce a la apoptosis. La efi-
cacia terapéutica de la electoporacién irreversible
radica principalmente en su accién ablativa, limi-
tandose a tumores de un tamafio reducido y a un
numero de lesiones determinado. Sin embargo, los
resultados de la electoporacién irreversible podrian
mejorarse a través de una combinacién sinérgica
con tratamientos de inmunoterapia que induzcan
una respuesta inmunitaria antitumoral que actde a
nivel sistémico, mas alla de la lesion tratada.

Este estudio proporciona una actualizacién de las
opciones terapéuticas disponibles para el tratamien-
to del CHC en funcién de su estadio, destacando el
papel de la electoporacion irreversible y sus combi-
naciones.

ESTADIAJE Y TRATAMIENTO DEL CARCINOMA
HEPATOCELULAR

La clasificacion Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) es la mas utilizada para estadiar el CHC®.
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Distribuye los pacientes tomando en cuenta la car-
ga tumoral (nimero de lesiones, didmetro maxi-
mo, presencia de invasion vascular y existencia de
metdstasis), el grado de alteracion de la funcién he-
patica, y la sintomatologia clinica de los mismos.
En funcién del estadio se asigna un tratamiento
que puede ser curativo en pacientes en fase muy
precoz y precoz (BCLC 0y A) o no curativo o palia-
tivo en pacientes en estadios mas avanzados (BCLC
B,CyD).

Tradicionalmente, la reseccién hepdtica y el
trasplante de higado han sido considerados tra-
tamientos curativos en el CHC. Sin embargo, solo
los pacientes en estadio BCLC 0 o A, menos del
40% de los pacientes diagnosticados, son candi-
datos al tratamiento quirurgico. Ademads, estos
pacientes presentan una alta tasa de recidiva de
la enfermedad después de la cirugia’®. La qui-
mioembolizacion transarterial (TACE), los trata-
mientos de ablacion (radiofrecuencia, ablacion
por microondas, crioablacién, etc.), la radioem-
bolizacién o la radioterapia estereotaxica se con-
sideran posibles tratamientos locales eficaces en
pacientes con cirrosis y CHC de menos de 3 cm
de didmetro®.

A estas modalidades terapéuticas hay que su-
mar los tratamientos sistémicos, indicados en
pacientes con CHC en un estadio avanzado de la
enfermedad (BCLC C) como los inhibidores de la
tirosin-quinasa (Sorafenib o Lenvatinib), los an-
ticuerpos monoclonales anti-PD-1 o anti-PD-L1
(Atezolizumab, Nivolumab o Pembrolizumab)
o anti-VEGF (Bevacizumab)'?'* (Tabla 1). Estos
tratamientos estan adquiriendo gran protagonis-
mo en el tratamiento del CHC y pueden ser ad-
ministrados en monoterapia o como tratamientos
combinados. En la actualidad, la combinacion de
Atezolizumab y Bevacizumab es ya el tratamiento
de eleccién en pacientes con un estadio avanzado
del CHC (BCLC C) al haber demostrado una mayor
eficacia, sin aumentar los afectos adversos, res-
pecto a Sorafenib!®!4,

A pesar del amplio abanico de posibilidades
terapéuticas, un porcentaje muy significativo de
pacientes no responde adecuadamente a estos
tratamientos, siendo necesarias nuevas opciones
terapéuticas para detener la progresién del CHC.
Recientemente una nueva técnica de ablacion, la
electroporacidn irreversible (IRE), esta surgiendo
como una alternativa a los tratamientos ablativos
multimodales para el CHC".
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Tabla 1. Alternativas terapéuticas del carcinoma
hepatocelular en los diferentes estadios de la enfermedad

Tratamiento del carcinoma hepatocelular

Curativo para BCLC 0/A (muy precoz y precoz)*

Reseccién quirtrgica
Trasplante hepatico

Local para cirrosis + lesiones <3 cm

TACE
Radioembolizacion
Radioterapia estereotaxica
Ablacién
Fenolizacién
Radiofrecuencia
Microondas
Crioablacién
Electroporacién

Sistémico para BCLC C (avanzado)

Inhibidores de la tirosinquinasa
Sorafenib
Lenvatinib

Anticuerpos monoclonales anti PD-1 / PD-L1
Atezolizumab
Nivolumab
Pembrolizumab

Anticuerpos monoclonales anti VEGF
Bevacizumab

BCLC: clasificacién Barcelona Clinic Liver Cancer; *: <40% de los pa-
cientes diagnosticados de hepatocarcinoma; TACE: quimioemboli-
zacién transarterial.

La IRE, aprobada por la FDA desde 2008, es
principalmente una técnica de ablacién tumoral,
no térmica, que se ha utilizado en el tratamiento
de distintos tumores (partes blandas, prdstata,
pancreas, metastasis y tumores primarios hepati-
cos, etc.s. Utiliza corriente eléctrica continua para
generar pulsos de alto voltaje y de muy corta du-
racion, que son aplicados en la lesién por medio
de varias agujas en cuyo extremo hay un electrodo.
El campo eléctrico generado provoca la formacién
de nanoporos en la bicapa lipidica de la membrana
de las células tumorales. Estos nanoporos son per-
manentes o irreversibles cuando la intensidad del
campo eléctrico excede los 650 V/cm. Como conse-
cuencia, la membrana celular pierde la funcién de
mantenimiento del medio interno, lo que provoca
la apoptosis celular. Los restos celulares generados
seran eliminados por el sistema inmune del pa-
ciente'”?.
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El Unico sistema de IRE aprobado tanto por la
FDA como por la Unién Europea para su uso clinico
es el Nanoknife IRE system, distribuido por AngioD-
ynamics (Latham, NY). Se compone de un genera-
dor, agujas monopolares y un sistema de sincroni-
zacion con el latido cardiaco del paciente®.

La realizacion de la IRE requiere anestesia ge-
neral, bloqueo neuromuscular para evitar contrac-
ciones durante el procedimiento y monitorizacién
cardiaca parala deteccién de arritmias. La emisiéon
de los pulsos debe estar sincronizada con el ritmo
cardiaco para que estos se produzcan en la fase de
repolarizaciéon (segmento ST). El abordaje suele
ser percutaneo, guiado por ecografia o tomografia
computarizada (TC), pero también se puede reali-
zar de forma intraoperatoria?.

Las complicaciones en relacién a la puncién son
escasas, ya que el sangrado en el punto de coloca-
cién de las agujas cede con la compresion local.
En la bibliografia solo se ha descrito una serie con
siembra tumoral en el trayecto de insercién de la
aguja®. Entre las complicaciones descritas deri-
vadas del tratamiento se encuentran las arritmias
supraventriculares, el derrame pleural leve, el neu-
motérax y el hemotérax de escasa cuantia o la es-
tenosis de ramas biliares distales o la trombosis de
ramas portales intrahepaticas de pequeiio calibre.
La mayoria de estas complicaciones se resuelven
de forma espontdnea en 24 - 48 horas, sin requerir
un tratamiento especifico. Entre las complicacio-
nes graves destacan el fallo hepdtico secundario,
que ocurre en pacientes que ya tienen una leve in-
suficiencia hepdtica previa al procedimiento, o la
formacion de abscesos que pueden requerir trata-
miento antibidtico o la realizacién de un drenaje
percutaneo®.

Electroporacién irreversible en estadios BCLC 0y
A del carcinoma hepatocelular

Los tratamientos ablativos tumorales se han uti-
lizado ampliamente como tratamiento curativo en
pacientes con CHC de pequefio tamafio que no son
candidatos al tratamiento quirdrgico (reseccién o
trasplante)®. La ablacidon tumoral se puede realizar
de forma quimica (fenolizacién) o térmica (radio-
frecuencia, microondas o crioablacidn), y el resul-
tado es la muerte celular tumoral. Normalmente se
realizan percutaneamente guiados con ecografia o
TC, aunque también se pueden realizar durante la
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cirugia®. Los tratamientos ablativos mas utilizados
en el tratamiento del CHC en la practica clinica son
la radiofrecuencia (RFA) y las microondas. Ambas
técnicas generan calor provocando la necrosis coa-
gulativa de las células tumorales, tienen una tasa de
complicaciones similar y no muestran diferencias
significativas en su eficacia, independientemente
del tamafio del tumor®?. La EASL (European Asso-
ciation for the Study of Liver) incluyé la RFA en su
guia de clinica practica de 2018 como tratamiento
de primera linea en pacientes con CHC en un esta-
dio muy precoz (BCLC 0)*.

Sin embargo, se ha descrito una eficacia limi-
tada de estos tratamientos ablativos térmicos en
lesiones de gran tamafio o lesiones cercanas a va-
sos de gran calibre debido a la disipacién del calor
que impide alcanzar la temperatura necesaria para
generar la necrosis tumoral (heat-sink effect) o en
aquellas cercanas a estructuras importantes que se
puedan lesionar como la via biliar, vesicula, colon
o diafragmal®,

Eficacia de la IRE en el tratamiento del
carcinoma hepatocelular en estadios precoces

La eficacia de la IRE en el tratamiento del CHC,
comparada con la RFA, presenta una cierta varia-
bilidad en algunos de los estudios publicados. Esto
puede deberse a que las series clinicas incluyen
pocos pacientes, a la heterogeneidad de las le-
siones tratadas, a que su complicada localizacién
anatémica en el higado impide el uso de otras téc-
nicas de ablacidn, a las caracteristicas propias de
los pacientes tratados, y a la ausencia de ensayos
clinicos aleatorizados que comparen la IRE con la
RFA o microondas. Ademds, conseguir colocar co-
rrectamente las agujas en la lesién para alcanzar
una ablacién efectiva de la lesiéon requiere de un
aprendizaje que algunos autores han cifrado en
cinco procedimientos®®.

Cheung y col describieron, en una serie 18 CHC
tratados con IRE en 2013, una respuesta completa
a los dos meses del 100% en tumores de <2 cmy
del 92% en tumores de < 3 cm®. La serie publicada
por Sutter y col® incluia 58 pacientes y 75 CHC tra-
tados con IRE, cuyo tamafio medio era de 2,4 cm.
Doce meses después, el 70% de los CHC tratados
no habian recidivado, lo que se correlacionaba con
los niveles previos de a-fetoproteina. Estos resulta-
dos son superponibles a las series publicadas por
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Niessen y col (34 pacientes tratados con IRE; 15
padecian CHC, con un didmetro tumoral medio de
2,4 cm y con una supervivencia global a 12 meses
del 75%)* o Padia y col (20 pacientes con CHC tra-
tados con IRE, con un didmetro tumoral medio de
2,0 cm)*.

La serie de 23 pacientes y 33 CHC publicada re-
cientemente por Freeman y col*” demuestra que
los tumores menores de 2 cm fueron los que mejor
respuesta presentan, sin evidencia de recidiva en
el 100% de las lesiones tras una mediana de segui-
miento de 106,5 meses. Sin embargo, en los CHC
de tamafio superior a 2 cm, la mediana de tiempo
libre de enfermedad en la lesién era de 34,5 meses,
con un 74% de los pacientes sin signos de recidiva
a los 12 meses. El 88% del total de CHC tratados
tenian una respuesta completa en la TC realizada
al mes del tratamiento. A diferencia del estudio de
Sutter y col®, el nivel de a-fetoproteina previo a la
IRE no era predictor de respuesta. Estos resultados
son similares a los publicados en otros dos estudios
en 2019**. Freeman y col, en otra serie publicada
en 2021, compararon la supervivencia de pacientes
con CHC tratados con IRE (25 tumores) y con RFA
(96 tumores). Los tamafios medios de las lesiones
tratadas eran semejantes (20 mm en el grupo IRE 'y
17 mm en el RFA). Hubo 10 recidivas locales en el
grupo IRE (40%) y 27 en el RFA (28%), diferencia
estadisticamente no significativa. El tiempo libre
de recidiva local tampoco mostré diferencias sig-
nificativas entre IRE y RFA a uno (80,4 vs 84,8%),
dos (69,1 vs 71,3%) y cinco afios (44,9 vs 52,1%)%.
Sin embargo, estos resultados hay que valorarlos
con cautela debido al reducido tamafio muestral de
la serie de pacientes tratados con IRE y a que, ini-
cialmente, los pacientes incluidos en esta cohorte
partian de una clasificacién Child Pugh y una pun-
tuacion MELD (Model for End Stage Liver Disease)
mads favorable.

Una nueva indicacién para el tratamiento con
IRE en pacientes con CHC, ya descrita para RFA y
microondas®, es la publicada en 2019 por Cannon y
col*’: como tratamiento puente que permita un pos-
terior trasplante hepatico. Su serie incluyé cinco pa-
cientes de alto riesgo debido a una funcién hepatica
terminal y con CHC localizados cerca de grandes va-
sos hepdticos (vena cava intrahepatica, porta dere-
cha o venas suprahepaticas). Todos fueron tratados
con IRE antes del trasplante. La supervivencia a los
12 meses fue del 80%, ya que un paciente fallecié
debido a complicaciones derivadas del trasplante. El
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estudio anatomopatolégico de los higados descartd
invasién vascular y el grado de necrosis de los CHC
tratados con IRE variaba entre el 30 y el 100%.

Electroporacion irreversible en el carcinoma
hepatocelular avanzado. Estado actual

Unicamente el 30% de los pacientes diagnosti-
cados de CHC seran candidatos a un tratamiento
curativo (quirtrgico o ablativo), aunque las recidi-
vas locales o la aparicién de metdstasis en estos pa-
cientes son frecuentes. Los pacientes con CHC en
estadios intermedios o avanzados (BCLC B o C) son
candidatos a tratamientos paliativos locales (como
TACE o radioembolizacién) o sistémicos (Sorafe-
nib, Atelolizumab + Bevacizumab, entre otros), con
un efecto limitado en la supervivencia®*!2.

Los tratamientos ablativos generan una gran can-
tidad de restos celulares. Se ha sugerido que estos
podrian ser una fuente de antigenos tumorales jun-
to con los patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs), moléculas inmunoestimuladoras que
también se producen en los tratamientos ablativos
para generar una respuesta inmunitaria antitumo-
rallocaly sistémica. Esta respuesta inmunitaria per-
mitiria la eliminacién de focos residuales de tumor
en la lesidn tratada y, principalmente, actuar sobre
las lesiones metastdsicas. Tanto la RFA como el tra-
tamiento con microondas producen una respuesta
inmunitaria muy débil probablemente debida a que
el calor generado durante estos procedimientos
provoca la desnaturalizacién de las proteinas anti-
génicas del tumor, impidiendo su reconocimiento y
la posterior activacion del sistema inmune**t.

La IRE, al no ser un tratamiento térmico, dafia
exclusivamente la membrana de la célula tumo-
ral, permitiendo la liberacién de gran cantidad de
neoantigenos tumorales susceptibles de ser reco-
nocidos por el sistema inmunitario. Ademads, los
vasos sanguineos, los linfaticos y la matriz extra-
celular no se ven afectados, lo que facilita la infil-
tracién local por células del sistema inmunitario®.

Estudios recientes han demostrado, en pacien-
tes con carcinoma de pancreas o de prostata y tras
el tratamiento con IRE, el aumento de los niveles de
linfocitos T citotdxicos (Tc) y una mayor respuesta
alos tratamientos sistémicos inmunoterapicos con
anti PD-1 o anti CTL-4%%.

Diversos ensayos preclinicos y clinicos en pa-
cientes con CHC han demostrado que el tratamien-
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to con IRE también provoca la activacién del siste-
ma inmunitario con una elevacién de los niveles
de citoquinas (interleuquinas, factor de necrosis
tumoral e interferones) localmente y en sangre
periférica. También se ha demostrado una mayor
presencia local de macréfagos, linfocitos Tc activa-
dos por interferén y o de células dendriticas pre-
sentadoras de antigenos. Como consecuencia de la
accién de las citoquinas y de la mayor presencia
de antigenos tumorales generados por la IRE, el
microambiente tumoral inmunosupresor basal se
modifica hacia un ambiente antitumoral, disminu-
yendo los linfocitos T reguladores y la expresion de
PD-1, que son los encargados de la inactivacién y el
agotamiento de los linfocitos Tc%%,

Electroporacion irreversible en combinacion con
agentes inmunomoduladores: una alternativa de
futuro

La posibilidad de poder generar una respuesta
inmunitaria sistémica antitumoral frente al CHC
ha llevado a iniciar ensayos en los que se combina
la IRE con tratamientos de inmunoterapia o adyu-
vantes inmunitarios, administrados sistémica o lo-
calmente, con el objetivo de fortalecer la respuesta
inmunitaria local iniciada por la IRE y alcanzar
una respuesta inmunitaria antitumoral sistémica.
Alnaggar y col® publicaron un ensayo clinico reali-
zado en pacientes con CHC avanzado; 20 pacientes
fueron tratados con IRE y otros 20 recibieron un
tratamiento combinado de IRE junto con la poste-
rior infusién de células natural killer alogénicas
previamente cultivadas y activadas frente a CHC. El
tratamiento combinado aument¢ la supervivencia
de forma significativa en estos pacientes (10,1 vs
8,9 meses; p <0,01), con una disminucién signifi-
cativa en el tamafio de las lesiones a los tres meses
de los tratamientos (2,3 vs 2,7 cm; p <0,05). Otro
estudio posterior obtuvo conclusiones similares,
con respuesta tumoral mds significativa en los pa-
cientes tratados con IRE + NK respecto a los que
Unicamente recibieron IRE (89 vs 68%; p <0,01).

Un reciente estudio realizado en ratones con CHC
compard los grupos de ratones que habian recibido
tratamiento de inmunoterapia sistémica, de IRE, o
bien de IRE + inmunoterapia sistémica, con un gru-
po control®l. Los ratones tratados con IRE e IRE +
inmunoterapia presentaban una mayor necrosis de
las lesiones, tanto las tratadas como las no tratadas,
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respecto a los grupos control o solo inmunotera-
pia. El grupo de ratones que recibid el tratamiento
combinado presentaba, tanto en las lesiones trata-
das como en las no tratadas, una disminucién en el
numero de neutrdfilos y macrdéfagos asociados al
tumor y, en el estudio del infiltrado inflamatorio pe-
ritumoral, un ndmero de linfocitos CD8 en el tumor
y en el tejido peritumoral significativamente mayor
que en los grupos control o solo inmunoterapia.

En la actualidad se estd proponiendo la posibili-
dad de que la combinacién de un tratamiento local
junto con un tratamiento inmunoterapico pueda
ser efectivo tanto el en tratamiento del CHC como
de las metastasis hepaticas del carcinoma de co-
10n62,63.

Nuestro grupo, con la intencién de potenciar el
efecto sobre el sistema inmunitario producido por
la IRE, realizé dos estudios con animales en los que
se realizaba la inyeccién intratumoral de adyuvan-
tes inmunoldgicos simultaneamente al tratamien-
to de IRE. Aunque el mecanismo de accién de los
dos adyuvantes era diferente, en ambos estudios se
observd una supervivencia significativamente ma-
yor en los animales que recibieron el tratamiento
combinado respecto al resto de grupos. En el estu-
dio que utilizé el adyuvante poly-ICLC se observd
la respuesta completa del tumor tratado y de las
metdstasis en dos de los cinco conejos del grupo
combinado debido a la generacién de una respues-
tainmunitaria sistémica que elimind las metastasis
no tratadas (efecto abscopal). El estudio que utiliz6
el agonista STING obtuvo una supervivencia signi-
ficativamente superior en el grupo de ratones que
habian recibido el tratamiento combinado de IRE
+ el agonista STING, observandose una respuesta
completa en mas del 60% de los casos y un aumen-
to significativo de la infiltracién intratumoral por
linfocitos CD8" y células NK®.

CONCLUSION

La IRE podria considerarse el tratamiento de
eleccién para los pacientes con CHC en estadios
BCLC 0 o A localizados en zonas en las que los tra-
tamientos ablativos térmicos no son eficaces o es-
tan contraindicados, especialmente en la ablacién
de tumores adyacentes a vasos sanguineos grandes
y conductos biliares porque causan menos dafio a
estas estructuras que los métodos de ablacion tér-
mica. La seguridad y eficacia de la IRE es, en las
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series publicadas, similar a la RFA y al tratamiento
de microondas aunque, debido a la heterogenei-
dad de estas series, son necesarios ensayos clini-
cos aleatorizados para poder compararlas adecua-
damente. Los resultados de ensayos realizados en
laboratorio y con animales, publicados hasta la
fecha, en los que se combina IRE con tratamientos
inmunoterapicos para potenciar la activacion del
sistema inmunitario iniciada con la IRE, son un po-
sible camino para conseguir un tratamiento eficaz
en pacientes con CHC avanzado, siendo necesarios
ensayos clinicos que los confirmen.

La IRE es una técnica compleja y de elevado cos-
te, que requiere de una previa programacioén que
adapte el procedimiento a la anatomia particular
de cada paciente. Sin embargo, la posibilidad de
aumentar de forma significativa su eficacia a través
de la combinacién con agentes inmunomodulado-
res reclama un mayor protagonismo de la IRE en el
tratamiento del CHC.
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