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La incorporacién de material genético al interior de una célula puede ser de gran utilidad para el tratamiento de algunas enfermedades
heredadas y adquiridas. Desgraciadamente, la mayoria de los métodos para lograr dicha incorporacién (transfeccion) no son selectivos. Este
articulo describe la aplicacién de ondas de choque como método para incorporar un gen reportero al interior de células en suspension. Se
disefi¢ un dispositivo experimental para generar ondas de choque por medio de descargas eléctricas en agua y enfocarlas con un reflector
elipsoidal sobre los viales que contenian las células en suspension. La transfeccion celular se logrd debido a la cavitacion acustica generada
en el interior de los viales por el paso de las ondas de choque. A pesar de que el nimero de células transfectadas fue bajo, se demostré que,
desde el punto de vista fisico, es factible transfectar células con ondas de choque.

Descriptores: Ondas de choque; cavitacidn acustica; transfeccion.

Treatments for inherited and acquired diseases are pointing towards gene therapy, which depends on methods to introduce foreign genetic
material into cells. Unfortunately, most of the methods available to allow incorporation of transgenes into the genome are not selective to
target a particular population of cells. The present article describes the use of shock waves as a cell — permeabilization method to load a
reporter gene into cultured cells. Shock waves were generated by underwater electrical breakdown and focused on the vials containing cell
suspension using an ellipsoidal reflector. Transfection was achieved due to acoustic cavitation generated inside the test vials after passage
of each shock wave. The number of transfected cells was still low; nevertheless, our results show the feasibility of cell transfection by

underwater shock waves.

Keywords: Shock waves; acoustic cavitation; transfection.
PACS: 43.25.Cb; 43.40.Jc; 47.40 Nm; 43.25.Yw; 43.35 Ei

1. Introduccion

Las ondas de choque, de hasta 150 MPa, se aplican en me-
dicina para la desintegracidon de calculos renales sin cirugia
(litotricia extracorpérea), asi como para el tratamiento de al-
gunos padecimientos en ortopedia [1,2]. Actualmente, tam-
bién se esta estudiando la interacciéon de ondas de choque
con bacterias, para su posible aplicacion a pacientes con in-
fecciones localizadas o como método de conservacion de ali-
mentos [3]. En la mayoria de las aplicaciones clinicas, dichas
ondas se generan en agua, se acoplan al paciente por medio de
una membrana de latex y se enfocan hacia la region a tratar
(célculo renal) usando espejos o lentes. La coincidencia de
la llamada “regién focal” con el calculo, se logra mediante
sistemas de fluoroscopia y/o ultrasonido en linea. Las ondas
de choque consisten en un pulso de compresion seguido de
un pulso de rarefaccién. La presion aumenta desde el valor
de equilibrio, hasta el maximo en unos cuantos nanosegun-
dos. Después de aproximadamente uno a tres microsegundos
disminuye a valores de hasta 30 MPa debajo de la presion
de equilibrio (Fig. 1). Finalmente, algunas millonésimas de
segundo mas tarde, se reestablece la presion hidrostatica. Pa-

ra pulverizar un célculo renal se aplican cientos de ondas de
choque con una frecuencia de repeticion de aproximadamen-
te una onda por segundo. Los litos que se encuentran en el
rifién o en las vias urinarias del paciente se fracturan por la
accidén de diferentes mecanismos. Entre los mas importantes
pueden citarse la compresion, el efecto Hopkinson y la cavi-
tacion actstica [1,4].

Los liquidos generalmente poseen gases disueltos y bur-
bujas con didmetros menores a una décima de milimetro.
Al paso de una onda de choque, estas diminutas burbujas
se comprimen stbitamente por la accion del pulso positi-
vo (compresion) de la onda de choque. Un instante después
la presioén disminuye drasticamente, aumentandoles su volu-
men cientos de veces. Este crecimiento dura aproximadamen-
te 50 useg. Posteriormente, las burbujas permanecen estables
durante 200 a 450 pseg, para finalmente sufrir un colapso
violento. Durante el colapso, cada burbuja puede emitir on-
das de choque secundarias muy intensas, asi como pequefios
chorros de liquido a velocidades de hasta 400 m/seg [1.4,5].
A pesar de que el alcance de estos “microjets” es pequefio,
las burbujas que colapsan cerca de un objeto s6lido (calculo
renal), pueden producir dafios severos en su superficie.



TRANSFECCION DE CELULAS POR MEDIO DE ONDAS DE CHOQUE 353

Presién [MPa]

V' N
150 pt
100

50

1 2 3 4 5 6 7
0 et~ I R aammm : ' 4
Tiempo [us]

-50— b

FIGURA 1. Variacién de presién producida por un generador de
ondas de choque electrohidréulico.
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FIGURA 2. Fotografia del generador de ondas de choque electrohi-
draulico. Puede apreciarse (a) la tina de fibra de vidrio y una de las
cuatro ventanas, (b) la grda moévil de precision, (c) la base, dentro
de la cual se encuentra el circuito de descarga, (d) la fuente de alto
voltaje y (e) el panel de control.

En 1994 un grupo de investigadores demostr6 que al
aplicar ondas de choque a células eucariotas en suspension
(células que tienen niicleos separados del citoplasma por una
membrana doble), es posible inducir un aumento en la per-
meabilidad de la membrana celular [6]. La posibilidad de in-
corporar material genético al interior de las células es de gran
interés clinico. El objetivo principal de este trabajo es demos-
trar que fisicamente es factible transfectar células con ondas
de choque producidas con un generador electrohidraulico ex-
perimental. Se piensa que la cavitacién actistica es el meca-
nismo responsable del aumento en la permeabilidad de las
membranas de células expuestas a la accion de ondas de cho-
que.

La transfeccidn, es decir, la incorporacion de fragmentos
de 4cido desoxirribonucléico (ADN) al interior de las células,
se usa en protocolos para el tratamiento de cancer, algunos
desérdenes metabdlicos o enfermedades cardiovasculares. El
término transfeccidn se refiere a la introduccién de ADN al
interior de células eucariotas. Para verificar la eficiencia de

transfeccion de una poblacién celular determinada, se em-
plean marcadores fluorescentes. Para cada tipo de transfec-
cion se han seleccionado moléculas especificas, denominadas
“vectores”. El tipo de vector mas empleado es el plasmidico
(molécula circular de ADN de doble cadena), que se repli-
ca de forma independiente en las bacterias. Existen varios
métodos para realizar transfeccion. Su eficiencia depende del
tipo celular y del método usado. Pueden dividirse en métodos
fisicos, como la electroporacion, la biobalistica o la microin-
yeccidn, y en métodos quimicos, como la co-precipitacion
con fosfato de calcio o el uso de liposomas artificiales [7-11].
Una desventaja de los métodos fisicos actuales es que estan
limitados a aplicaciones in vitro, sin embargo, las ondas de
choque podrian ser el primer método fisico de transfeccién
aplicable in vivo.

2. Desarrollo experimental
2.1. El generador de ondas de choque

Para producir ondas de choque del tipo empleado en equipos
clinicos, se disefi6 un generador electrohidraulico, que pro-
duce ondas de choque por descargas eléctricas en agua [12].
Bésicamente consiste en una tina de fibra de vidrio rectan-
gular de 120 x 80 x 60 cm, con ventanas de vidrio en cada
lado (Fig. 2). Debajo de la tina se encuentra el circuito que
almacena la energia eléctrica en un arreglo de ocho capaci-
tores de 10 uF cada uno, conectados en paralelo. El arreglo
de capacitores es cargado a un voltaje previamente estableci-
do (15 - 30 kV) por medio de una fuente de alto voltaje. Un
generador de pulsos regula la frecuencia de generacion de
las ondas de choque, activando un interruptor de chispa que
transmite la descarga eléctrica de alto voltaje hacia una bujia
con dos electrodos de tungsteno, situada en el interior de un
semielipsoide de revolucion. Los electrodos de la bujia se en-
cuentran en el primer foco (F1) de un reflector elipsoidal, co-
locado en el fondo de la tina (Fig. 3). Dependiendo del tipo de
experimento, la tina se llena al nivel deseado con agua pota-
ble desgasificada. El equipo cuenta con varios reflectores de
acero inoxidable, con geometrias diferentes, que pueden ser
intercambiados de acuerdo con las necesidades especificas.
Una grda mévil, con tres grados de libertad permite colocar
muestras pequefias, viales o transductores en cualquier sitio
dentro de la tina. Cada descarga eléctrica entre los electrodos,
produce un plasma que se expande sibitamente, generando
una onda de comprension esférica. Gran parte de la energia
liberada en F1 se refleja en la superficie interna del reflector
y se concentra en el segundo foco (F2), sitio en el cual se co-
loca el objeto a tratar (Fig. 3). En este caso se us6 un reflector
con semieje mayor de 13.9 cm y semieje menor de 7.8 mm.
Todas las bujias fueron “precalentadas” con 200 descargas
eléctricas a 20 kV y renovadas después de 2200 descargas.
Ademas de la generacion de una onda de choque, la descarga
eléctrica produce un pulso de luz ultravioleta, con longitudes
de onda entre 55 y 150 nm, asi como luz visible muy inten-
sa. Al igual que la onda de choque, esta radiacién también es
parcialmente concentrada por el reflector.
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FIGURA 3. Concentracion de una onda de choque generada por me-
dio de una descarga eléctrica de alto voltaje en agua en el primer
foco (F1) de un elipsoide de revolucién. Gran parte de la energia
liberada en F1 se concentra en el segundo foco (F2).

2.2. Medicion de presion

Para evaluar las variaciones de presion generadas con el equi-
po descrito en la seccidén anterior, se realizaron mediciones
colocando un transductor de aguja de fluoruro de polivinilide-
no (PVDF) marca Imotec GmbH (Wiirselen, Alemania), con
tiempo de ascenso de 20 ns, conectado a un osciloscopio digi-
tal de 100 MHz, marca Tektronix, modelo 2430A (Beaverton,
Oregon, EUA), en la vecindad de F2. Se seleccionaron cinco
posiciones a lo largo del eje de simetria del reflector (40 mm
arriba de F2,20 mm arriba de F2, en F2, 20 mm debajo de F2
y 40 mm debajo de F2). Ademads, se midi6 la presién a 20 y
40 mm de distancia, a la altura de F2, perpendicularmente al
eje de simetria. Por cada posicidn se registraron 10 perfiles de
presion. El voltaje en el generador se mantuvo fijo en 24 kV.

2.3. Fotografia de alta velocidad

Con la finalidad de registrar eventos de cavitacion actstica
al paso de una onda de choque, se enfoc6 una camara de alta
velocidad (marca Redlake, modelo PCI 8000S) en el segundo
foco (F2), a través de una de las ventanas del generador de on-
das de choque anteriormente descrito. En la ventana opuesta
se colocd una lampara de hal6geno de 300 watts. El dispara-
dor de la camara se sincronizd con el circuito de descarga del
generador de ondas de choque.

2.4. Cultivo de células

En este estudio se usaron células de tumor cérvico uterino de
lalinea HeLa. Las células se sembraron en un plato de cultivo
con 10 ml de medio DMEM suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (SFB) y se colocaron dentro de una incubadora
con 5 % de bidxido de carbono a 37°C. Las células se dividie-
ron 1:2 cada tercer dia para permitir su proliferacién. Como

gen reportero se usé la proteina verde fluorescente y como
vector el plasmido pCASmGFP. Los protocolos usados para
la proliferacion de las células, la transformacion y la purifi-
cacion del plasmido son extensos, motivo por el cual no se
describen aqui. El lector interesado puede consultarlos en la
referencia citada al final del articulo [13]. Las células se colo-
caron en un tubo Falcon de 50 ml con 40 ml de DMEM-10 %
SFB, se mezclaron y se contaron con un hemocitémetro. Pos-
teriormente, se centrifugaron a 1300 revoluciones por minuto
durante 5 minutos y se aspird el sobrenadante, manteniendo
intacta la pastilla. Una vez calculado el niimero total de célu-
las, se diluy¢ la pastilla en medio OPTIMEM, equilibrado a
5 % de CO4 a 37°C. La suspension se coloc6 en tubos Eppen-
dorf de 1.5 ml, donde se mezcl6 con el plasmido, dejandose
incubar por un minuto. La suspension se trasladé a los viales
usando una jeringa. Los viales control no contenian plasmi-
do. La suspension expuesta a las ondas de choque consisti6 de
una mezcla de 107 células por mililitro en medio OPTIMEM,
con 12 0 30 pg de plasmido. En cada caso se coloc6 1 ml de
esta suspension dentro de viales de polietileno de 4 ml (Ty-
co/Healthcare, KENDALL).

2.5. Aplicacion de ondas de choque

Los viales con las células en suspension se colocaron, uno
por uno, en el segundo foco (F2) del generador de ondas de
choque (Fig. 3), usando la griia mévil de precision. El error
en la colocacion de los viales fue de aproximadamente un
milimetro. Se formaron tres grupos experimentales. En ca-
da grupo se realizaron 4 réplicas independientes con su res-
pectivo control. El tiempo total de manipulacién, incluyendo
la extraccion de la incubadora, la aplicacion de las ondas de
choque y la preparacion del cultivo, fue de aproximadamente
90 minutos. La frecuencia de descarga de las ondas de cho-
que se ajusté en 0.5 Hz. En el grupo I y II se usaron 12 ug
de plasmido y se aplicaron 100, 250, 450, 700 y 1500 ondas
de choque, generadas con un voltaje de 24 y 20 kV, respec-
tivamente. Los viales del grupo III se prepararon con 30 ug
de plasmido y recibieron 100 y 250 ondas de choque, genera-
das con descargas eléctricas de 24 y 20 kV, respectivamente.
Las dosis de ondas de choque aplicadas, asi como los volta-
jes usados se determinaron en base a experimentos previos,
no reportados en este articulo. La temperatura del agua den-
tro de la tina del generador de ondas de choque se mantuvo
en 37°C. Los viales control se colocaron en la misma tina,
pero fuera de la accion de las ondas de choque.

2.6. Determinacion de la eficiencia de transfeccion

Después de la aplicacion de ondas de choque, el contenido
de cada vial se sembro en tres platos de cultivo, junto con 9
ml de medio DMEM-10 % SFB y se incub6 a 37°C con 5 %
de CO;. De los tres platos con células tratadas, el primero se
analizé mediante microscopia de fluorescencia después de 24
horas, el segundo después de 48 horas y el tercero después de
72 horas. El nimero de células viables se determin6 mediante
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la exclusion de azul de tripano. La eficiencia de transfeccion
se definié como el namero de células transfectadas, dividido
entre el nimero total de células, multiplicado por cien. Para
encontrar el nimero de células transfectadas se usé un hemo-
citdmetro y un microscopio de fluorescencia. Se conté el total
de células con luz blanca e inmediatamente después se cam-
bi6 a una fuente fluorescente para contar el niimero de células
transfectadas que expresaron la proteina verde fluorescente.

3. Resultados
3.1. Medicion de presion

Las presiones registradas, asi como las variaciones de pre-
sién entre una onda de choque y la siguiente, resultaron ser
equivalentes a las que se reportan en la literatura para equipos
clinicos [14]. La onda de choque directa, que lleg6 al trans-
ductor sin ser reflejada, apareci6 en el trazo del osciloscopio
aproximadamente 150 us antes que la onda reflejada. La am-
plitud de la onda no reflejada fue del orden de 3 MPa. En
la Tabla I aparece el promedio de las amplitudes de las on-
das reflejadas, correspondientes a cada una de las posiciones
seleccionadas a lo largo del eje de simetria del reflector. El
coeficiente de variacidon (desviacion estandar dividida entre
el promedio), que aparece en la columna vecina, da informa-
cion sobre la reproducibilidad del fenémeno. Puede obser-
varse que las variaciones minimas (coeficiente de variacién
mas pequeio) se obtuvieron 20 mm arriba de F2. La diferen-
cia entre las presiones obtenidas en F2 y aquellas registradas
20 mm debajo de F2 no resultd ser significativa.

3.2. Fotografia de alta velocidad

En la Fig. 4 puede apreciarse una secuencia representativa de
tres fotografias en las que se muestran dos burbujas (a) antes
de la llegada de una onda de choque, (b) durante su expansién
y (c) después de sufrir un colapso violento. Las burbujas se
inyectaron en el agua con un capilar situado 10 mm debajo
de F2. La aguja que aparece en la parte superior de cada ima-
gen se usO como referencia para localizar las burbujas en el
espacio. En (a) se tiene una burbuja exactamente en F2. En la
parte inferior puede apreciarse una segunda burbuja saliendo
del capilar. Los puntos claros en el centro de las burbujas se
deben a la luz no reflejada, proveniente de la lJampara situada
justamente detras de ellas. La imagen (b) se obtuvo después
del paso de las ondas de choque, motivo por el cuil ambas
burbujas se observan en fase de expansion. En vista de que la
region focal del generador (definida como el volumen dentro
del cual cualquier punto posee una presion igual o mayor que
el 50 % del valor maximo) mide varios centimetros de largo,
la burbuja que se encontraba saliendo del capilar también su-
frié una expansion considerable. La vida de estas burbujas de-
pende de su tamafio. Debido a que el tamafio de las burbujas
inyectadas fue relativamente grande, el tiempo entre expan-
sidn y colapso resulté mayor al reportado por otros autores
para burbujas de cavitacion de fracciones de milimetro [5].

TABLA 1. Maximos de presion registrados con un hidréfono de
fluoruro de polivinilideno, colocado en diferentes posiciones sobre
el eje de simetria del reflector de un generador de ondas de choque
electrohidraulico. Cada dato es el promedio de diez mediciones.

Posicion (mm) Presion (MPa) Coeficiente de variacion
+40¥ 776 021
+20 939 0.17
0 1123 0.18
-20 115.8 0.18
-40 78.1 0.19

¥ Las distancias se midieron a partir de F2. Las distancias negativas se de-
finieron para posiciones que se encuentran entre F1 y F2. Las positivas se

refieren a posiciones més altas que F2.

. | :"
e
) (b) (

c)

FIGURA 4. Secuencia de fotografias de alta velocidad de una bur-
buja de 1.3 mm de didmetro en agua, (a) antes, (b) 850 useg des-
pués y (c) 2125 useg después del paso de la onda de choque.

(a

3.3. Eficiencia de transfeccion

Del total de aproximadamente 10 millones de células conteni-
das en cada vial, el nlimero méximo de células que resultaron
transfectadas fue 18,300. El andlisis estadistico revel6 que
las ondas de choque afectan la viabilidad celular, en funcién
del voltaje, del nimero de ondas de choque y de la cantidad
de plasmido. A mayor voltaje y a mayor nimero de ondas de
choque, se produce mayor dafio celular. Las miximas eficien-
cias de transfeccion se obtuvieron aplicando 100 ondas de
choque a 24 kV y 250 ondas de choque a 20 kV (ver Fig. 5).
Independientemente del voltaje usado, aumentar el nimero
de ondas de choque influyd directamente en la integridad de
las células tratadas, en la viabilidad celular después de los
tratamientos, en la proliferacion celular y en la eficiencia de
transfeccion medida 24, 48 y 72 hrs después del tratamiento,
excepto cuando se aplicaron 100 o 250 ondas de choque a
20 kV. En este caso, el nimero de células no viables fue es-
tadisticamente el mismo, independientemente del nimero de
ondas de choque. La Fig. 6 muestra el porcentaje de células
destruidas, células no viables y células viables. Las células
destruidas son aquellas que se fragmentaron y, por lo tanto,
no pudieron ser observadas en el microscopio. Las células
no viables, aunque enteras, no fueron capaces de proliferar.
Puede observarse que al aumentar el voltaje — y con ello la
energia de las ondas de choque — aumentd significativamente
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la cantidad de células destruidas. Con el voltaje bajo (20 kV),
el nimero de células destruidas no varié6 mucho al aumentar
el nimero de ondas de choque. Al aplicar ondas de choque
generadas con descargas eléctricas de 24 kV, aument6 el por-
centaje de células destruidas al incrementarse el ntimero de
ondas de choque (Fig. 6b.) Referente a la eficiencia de trans-
feccion determinada a las 24, 48 y 72 hrs post-tratamiento,
los resultados indicaron que ésta depende del nimero de on-
das de choque y del voltaje utilizado en los tratamientos, més
no de la cantidad de plasmido.

4. Discusion y conclusiones

Los perfiles de presion registrados mostraron que el genera-
dor de ondas de choque se comporta de manera equivalente
a los equipos clinicos. Este tipo de generador se caracteriza
por variaciones de presidn de hasta 40 % entre una descarga
eléctrica y otra. En la practica esto no es problematico, ya que
en todas las aplicaciones clinicas se usan cientos de ondas de
choque. Dichas fluctuaciones se deben a que las descargas
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FIGURA 5. Eficiencia de transfeccion determinada 24, 48 y 72 ho-
ras después aplicar diferente nimero de ondas de choque, genera-
das con (a) 20 kV, (b) 24 kV, a células de tumor cérvico uterino.
Los valores mostrados son el promedio de cuatro réplicas indepen-
dientes por grupo experimental.

eléctricas no siempre se producen exactamente entre los mis-
mos puntos. Ademas, se deben a variaciones en las propie-
dades fisicas del agua entre los electrodos y a cambios en la
forma de los mismos. En cuanto a las mediciones de presion,
la conclusiéon méas importante es que las ondas de choque usa-
das en este estudio podrian aplicarse clinicamente, es decir,
son del tipo usado en litotricia extracorpérea.

Las fotografias de alta velocidad muestran el crecimien-
to y colapso de burbujas en agua potable. En vista de que
la vida de estas burbujas, es decir, el tiempo entre su creci-
miento y colapso, es corto en comparacidn con la velocidad
de la camara, no fue posible capturar suficientes instantes en
la vida de una sola burbuja. En cierta medida, esto se solu-
cion6 obteniendo secuencias provenientes de un gran nimero
de burbujas; sin embargo, seria recomendable el uso de una
camara que pudiera captar cien mil cuadros por segundo o
mas.

En 1999 Huber y colaboradores reportaron resultados de
un estudio in vitro [15], en el que compararon la eficien-
cia de transfeccién de células HeLa obtenida con ultrasonido
(1.18 MHz), con la eficiencia de transfeccion lograda usando
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FIGURA 6. Porcentaje de células destruidas, células no viables y
células viables, después de aplicar diferente nimero de ondas de
choque, generadas con un voltaje de (a) 20 kV, (b) 24 kV. Los va-
lores mostrados son el promedio de cuatro réplicas independientes
por grupo experimental.
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ondas de choque. Las méximas eficiencias de transfeccion
fueron de 3 y 0.08 % para ultrasonido y ondas de choque,
respectivamente. A pesar de que estos resultados se obtuvie-
ron en condiciones similares a las descritas en el presente
articulo, es importante mencionar que se usaron principios
de generacion de ondas de choque diferentes. Los generado-
res electromagnéticos, como el usado por Huber ef al., pro-
ducen ondas de choque con un tiempo de ascenso més largo
que aquellas generadas con sistemas electrohidraulicos co-
mo el nuestro. Una consecuencia de ello es que los sistemas
electromagnéticos producen menos cavitacién. Es probable
que este sea uno de los motivos por los cuales la maxima
eficiencia de transfecciéon que obtuvimos (0.18 %) supera la
eficiencia reportada por el grupo mencionado (0.08 %). Inde-
pendientemente de que esto representa un avance importante,
nuestro trabajo es original en el sentido de que se usé un ge-
nerador electrohidraulico experimental en lugar de los costo-
sos equipos clinicos empleados por otros autores. Ademas de
la enorme diferencia en el precio, nuestro equipo experimen-
tal permite variar pardmetros que no pueden ajustarse en un
equipo clinico (geometria del reflector, capacitancia, tipo de
electrodos, etc.) De esta manera, se tiene un potencial mucho
mayor para ejecutar protocolos que, en un futuro, pueden dar
lugar a eficiencias de transfecciéon mayores.

La eficiencia de transfeccion usando ultrasonido [15] es
mucho mayor a la que se ha obtenido con ondas de choque;
sin embargo, el aumento de la temperatura en los tejidos so-
metidos a ultrasonido limita su aplicacion clinica. Una venta-
ja de las ondas de choque en comparacion con el ultrasonido
es que poseen un espectro de frecuencias mas amplio. El po-
der de penetracién de las frecuencias bajas de las ondas de
choque facilita su aplicacién a 6rganos o tumores internos.
De esta manera, podria lograrse un aumento transitorio de la
permeabilidad celular, permitiendo la asimilacién de molécu-
las de 4cido nucleico en zonas determinadas.

Se sabe que las ondas de choque pueden causar dafio a
los tejidos [16,17]; sin embargo, si la transfeccion puede dar-
se a energias tan bajas como las usadas en este estudio, los
dafios a los drganos serian despreciables. En principio, esto
abre la posibilidad de realizar transfeccion in vivo, sin embar-
g0, la eficiencia de transfecciéon méaxima lograda ain es baja.
Nuestros resultados muestran que cierta cantidad de células
es destruida por la accion de las ondas de choque. Ajustando
la dosis (nimero y energia de las ondas de choque), se espera
lograr que un nimero mayor sobreviva y prolifere normal-

mente. Al aplicar ondas de choque generadas con un voltaje
de 20 kV, la eficiencia de transfeccién disminuy6 conforme
aument6 el nimero de ondas de choque. A 24 kV la eficien-
cia de transfeccion fue nula al aplicar tan sélo 250 ondas.
Esto puede deberse a que la magnitud de la presién — factor
moderado por el voltaje — es la variable que regula el tamafo
del poro en la membrana de las células. Si los poros genera-
dos son demasiado grandes, la célula no logra reparar el dafio
y muere. Lo anterior hace pensar que es recomendable usar
voltajes més bajos y aumentar el nimero de ondas de choque.

Es importante tener en mente que la radiacion que emite
la descarga eléctrica en F1, también puede influir en la via-
bilidad de las células. Afortunadamente, en el caso clinico,
dicha radiacién practicamente no penetra a través del pacien-
te.

Como se menciond anteriormente, se cree que la cavita-
cién acustica, producida por el paso de cada onda de cho-
que, es responsable del aumento de la permeabilidad celu-
lar [15,18]. Un método para aumentar la cavitacidn dentro de
los viales que contienen la suspensién con las células seria
introducir burbujas en la suspensién o usar parejas de ondas
de choque. Este tipo de ondas, denominadas ondas de cho-
que tandem, ha sido aplicado con éxito para aumentar la ca-
vitacién en experimentos destinados a la desintegracién de
célculos renales [19]. Finalmente cabe mencionar que, debi-
do a que la composicién de la membrana celular cambia de
un tipo de célula a otro, seria interesante repetir los ensayos
descritos aqui con otros tipos celulares.
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