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DESCRIPCIÓN 

Aplicador y dispositivo de electroporación de múltiples capas de tejido 

Antecedentes 

La tecnología de electroporación se está actualmente investigando en unión con vacunas de ADN y otros productos 
biológicos para potenciar el suministro a células de mamíferos in vivo. Si bien esta tecnología es conocida, ha 5 
habido limitaciones en la misma que han impedido el avance con éxito de productos de vacunas de ADN asistidos 
por electroporación. Y, como resultado, ha habido diversos intentos para modificar o mejorar la tecnología de 
electroporación, ya sea refiriéndose al hardware, software, parámetros de impulsos eléctricos, el sitio de aplicación 
(en el sujeto), los tamaños de los electrodos o a la disposición de una matriz de electrodos, entre otros. 

Históricamente, se ha realizado una EP en el tejido muscular para lograr la transfección (intramuscular o IM) con 10 
plásmidos de ADN, dando como resultado células musculares transfectadas para sintetizar y presentar proteínas 
antigénicas que resultan en la generación de una respuesta inmune. En el caso de una vacuna de ADN, la 
vacunación se emplea para producir protección ya sea terapéutica o profiláctica. 

Se ha estudiado la EP de la piel (intradérmica o ID) debido a la accesibilidad del tejido y a su inmunocompetencia 
que puede ofrecer un perfil de respuesta inmune diferente de la EP muscular. Sin embargo, ha habido una falta de 15 
datos positivos que muestren una respuesta inmune protectora de la vacunación de ADN de tejidos de la piel junto 
con la EP. Los investigadores reconocen los beneficios potenciales de cada uno: el tejido muscular como una diana 
para la EP logra respuestas celulares robustas y la cinética de expresión más larga; el tejido de la piel como una 
diana para la EP genera títulos de anticuerpos robustos. 

El documento US 2006/084938 describe métodos in vivo para utilizar un campo eléctrico para suministrar un 20 
tratamiento terapéutico o inmunizante a un sujeto, al aplicar electrodos no invasivos y fáciles de usar a la superficie 
de la piel. El documento US 2008/091135 describe dispositivos de electroporación y métodos de utilizar los mismos 
para facilitar la introducción de una biomolécula en las células de un tejido seleccionado en un cuerpo. 

Por lo tanto, todavía sigue existiendo una necesidad para la mejora de técnicas de electroporación in vivo, 
especialmente en unión con el suministro de vacunas de ADN. Más particularmente, existe la necesidad de un 25 
conjunto de electrodos que pueda ayudar mejor a la transfección de células para inducir buenas respuestas 
inmunes. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

En un aspecto de la invención, hay dispositivos de electroporación profunda duales capaces de electroporar tanto 
tejido muscular como tejido de la piel en una sola aplicación, que comprende: un generador de impulsos eléctricos; 30 
una matriz en comunicación eléctrica con dicho generador de impulsos eléctricos, teniendo dicha matriz un primer 
conjunto de electrodos de aguja y un segundo conjunto de electrodos. El primer conjunto de electrodos de aguja es 
para el suministro intramuscular de un primer impulso eléctrico y el segundo conjunto de electrodos es para el 
suministro intradérmico de un segundo impulso eléctrico. El primer conjunto de electrodos de aguja tiene una 
longitud de aproximadamente 10 mm a aproximadamente 35 mm; mientras que el segundo conjunto de electrodos 35 
de aguja tiene una longitud de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 4 mm. 

En otro aspecto de la invención, existen métodos de generar una amplia respuesta inmune en un sujeto mediante la 
administración de una biomolécula tanto al tejido muscular como al tejido de la piel mediante suministro asistido por 
electroporación utilizando los dispositivos de electroporación de profundidad dual descritos en esta memoria. Los 
métodos incluyen la inyección de una biomolécula tanto al tejido muscular como al tejido de la piel; la inserción de la 40 
matriz, que comprende insertar el primer conjunto de electrodos de aguja en el tejido muscular e insertar el segundo 
conjunto de electrodos de aguja en el tejido de la piel. El primer conjunto de electrodos de aguja suministra el primer 
impulso eléctrico al tejido muscular; mientras que el segundo conjunto de electrodos de aguja suministra el segundo 
impulso eléctrico al tejido de la piel para permitir la transfección de la biomolécula. Esto permite que el sistema 
inmune del sujeto genere una amplia respuesta inmune, incluyendo la respuesta humoral y celular a la biomolécula 45 
inyectada. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Los numerosos objetos y ventajas de la presente invención pueden ser mejor entendidos por los expertos en la 
técnica haciendo referencia a las figuras adjuntas, en las cuales: 

La Fig. 1 muestra una matriz de electrodos muscular de 15 mm de longitud igual. 
La Fig. 2 muestra una matriz de electrodos muscular de 4 mm de longitud igual. 5 
La Fig. 3 muestra una realización de la presente invención: una matriz de electrodos 4 x 4, en donde el 
electrodo de IM son las esquinas de una matriz 4 x 4, mientras que los 12 electrodos restantes pueden ser 
del estilo dérmico invasivo de 3 mm o el estilo dérmico de superficie puntiaguda. 
La Fig. 4 muestra una realización de la presente invención: una matriz de electrodos 4 x 4 en donde las 
esquinas son de 3 mm de longitud, mientras que los 12 electrodos interiores son los electrodos de 10 
superficie puntiaguda. 
La Fig. 5 muestra la inyección ID que se hace pasar por la porción de electrodo IM invasivo de una de las 
realizaciones de la invención. 
La Fig. 6 muestra la adición de la inyección IM (además de la que se muestra en la Fig. 7) y demuestra la 
transfección adicional por parte de los electrodos invasivos largos, que localmente tratan la inyección IM. 15 
La Fig. 7 muestra la expresión de GFP potenciada por EP en la piel y el músculo cuádriceps de debajo en 
un modelo de cobaya. Piel experimental y rebanadas musculares de debajo se analizaron mediante 
microscopio de fluorescencia Olympus (objetivo 0,14x). En el grupo de control sin EP, la piel y el músculo a 
los que se inyectó sólo ADN, la expresión de GFP fue indetectable. 
La Fig. 8 muestra un dibujo que muestra el suministro por electroporación profundidad dual en comparación 20 
con la ID o IM sola. 
La Fig. 9 muestra gráficos que representan las respuestas de anticuerpos de cobayas vacunados utilizando 
una de las realizaciones preferidas. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE REALIZACIONES PREFERIDAS 

Se proporcionan las siguientes definiciones abreviadas o acortadas para ayudar a la comprensión de las 25 
realizaciones preferidas de la presente invención. Las definiciones abreviadas que se dan aquí no son de modo 
alguno exhaustivas ni contradictorias a las definiciones tal como se entienden en el sector o el significado en el 
diccionario. Las definiciones abreviadas se dan aquí para complementar o definir con mayor claridad las definiciones 
conocidas en la técnica. 

La expresión "corriente constante" se utiliza en esta memoria para definir una corriente que es recibida o 30 
experimentada por un tejido, o células que definen dicho tejido, a lo largo de la duración de un impulso eléctrico 
suministrado al mismo tejido. El impulso eléctrico se suministra desde los dispositivos de electroporación descritos 
en esta memoria. Esta corriente se mantiene a un amperaje constante en dicho tejido a lo largo de la vida de un 
impulso eléctrico, ya que el dispositivo de electroporación proporcionado en esta memoria tiene un elemento de 
retroalimentación, que tiene preferiblemente una retroalimentación instantánea. El elemento de retroalimentación 35 
puede medir la resistencia del tejido (o células) durante toda la duración del impulso y puede hacer que el dispositivo 
de electroporación altere su producción de energía eléctrica (p. ej., incremento de tensión) de modo que la corriente 
en el mismo tejido permanezca constante durante todo el impulso eléctrico (en el orden de microsegundos) y de 
impulso a impulso. En algunas realizaciones, el elemento de realimentación comprende un controlador. Los valores 
de amperaje de la corriente descritos para ser suministrados por los dispositivos de esta memoria son 40 
preferentemente valores de amperaje de corriente constante. 

La expresión "tensión constante" se utiliza en esta memoria para definir una tensión o potencial eléctrico que es 
recibido o experimentado por un tejido, o células que definen dicho tejido, durante la duración de un impulso 
eléctrico suministrado al mismo tejido. El impulso eléctrico es suministrado desde los dispositivos de electroporación 
descritos en esta memoria. Esta tensión se mantiene en una tensión constante en dicho tejido a lo largo de la vida 45 
de un impulso eléctrico, ya que el dispositivo de electroporación proporcionado en esta memoria tiene un elemento 
de retroalimentación, que tiene preferiblemente una retroalimentación instantánea. El elemento de retroalimentación 
puede medir la resistencia del tejido (o células) durante toda la duración del impulso y puede hacer que el dispositivo 
de electroporación altere su producción de energía eléctrica de modo que la tensión en el mismo tejido se mantenga 
constante durante todo el impulso eléctrico (del orden de microsegundos) y de impulso a impulso. En algunas 50 
realizaciones, el elemento de retroalimentación comprende un controlador. Los valores de tensión descritos a ser 
suministrada por los dispositivos de la presente invención son preferentemente valores de tensión constantes. 

El término "retroalimentación" o la expresión "retroalimentación de corriente" se utiliza indistintamente y significa la 
respuesta activa de los dispositivos de EP de la piel proporcionados, que comprende medir la corriente en el tejido 
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entre los electrodos y alterar la salida de energía suministrada por el dispositivo de EP en consecuencia a fin de 
mantener la actual a un nivel constante. Este nivel constante es predeterminado por un usuario antes de iniciar la 
secuencia de impulsos o el tratamiento eléctrico. Preferiblemente, la retroalimentación se consigue mediante el 
componente de la electroporación, p. ej., el controlador, del dispositivo de EP de la piel, ya que el circuito eléctrico 
en el mismo es capaz de vigilar continuamente la corriente en el tejido entre los electrodos y comparar esa corriente 5 
(o corriente dentro del tejido) vigilada a una corriente predeterminada y hacer continuamente ajustes en la salida de 
corriente para mantener la corriente vigilada a niveles predeterminados. En algunas realizaciones, el bucle de 
retroalimentación es instantáneo, ya que es una retroalimentación de bucle cerrado analógica. 

El término "biomolécula", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a secuencias de ácidos nucleicos, proteínas, 
lípidos, microburbujas (p. ej., vesículas cargadas con fármaco) y productos farmacéuticos. 10 

El término "electroporación" y las expresiones "electro-permeabilización," o "potenciamiento electro-cinético" ("EP"), 
tal como se utilizan indistintamente en esta memoria se refieren al uso de un impulso de campo eléctrico de la 
transmembrana para inducir vías microscópicas (poros) en una bio-membrana; su presencia permite a biomoléculas 
tales como plásmidos, oligonucleótidos, ARNsi, fármacos, iones y agua que pasen de un lado de la membrana 
celular al otro. 15 

La expresión "corriente descentralizada" se utiliza en esta memoria para definir el patrón de corrientes eléctricas 
suministradas a partir de las diversas matrices de electrodos de aguja de los dispositivos de electroporación 
descritos en esta memoria, en donde los patrones minimizan, o preferiblemente eliminan la aparición de la 
electroporación relacionada con el estrés por calor en cualquier zona del tejido que está siendo electroporada. 

La expresión "mecanismo de retroalimentación", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un proceso 20 
realizado por software o hardware (o firmware), proceso que recibe y compara la impedancia del tejido deseado 
(antes, durante y/o después del suministro de impulsos de energía) con un valor presente, preferiblemente actual, y 
ajusta el impulso de energía suministrada para alcanzar el valor predeterminado. El término "impedancia" se utiliza 
en esta memoria cuando se comenta el mecanismo de retroalimentación y se puede convertir en un valor de 
corriente de acuerdo con la ley de Ohm, lo que permite comparaciones con la corriente predeterminada. En una 25 
realización preferida, el "mecanismo de retroalimentación" se realiza mediante un análogo circuito cerrado de bucle. 

La expresión "mínimamente invasiva", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una penetración limitada por 
los electrodos de aguja del dispositivo de electroporación proporcionado, y puede incluir electrodos no invasivos (o 
agujas no penetrantes). Preferiblemente, la penetración es a un grado que penetra a través del estrato córneo, y 
preferiblemente se introduce en la capa más exterior de tejido vivo, el estrato granuloso, pero no penetra en la capa 30 
basal. La profundidad de penetración no debe exceder de 0,1 mm, y preferiblemente al menos una profundidad de 
10-40 μm para atravesar el estrato córneo. Preferiblemente, esto se consigue utilizando un electrodo que tiene un 
fondo de extremo trocar para proporcionar una punta afilada que permite la penetración a través del estrato córneo 
pero que evita la penetración profunda. 

El término "tolerable" o la expresión "sin dolor", se utiliza en esta memoria de manera indistinta, y cuando se refiere a 35 
la electroporación, significa un nivel sustancialmente inferior del dolor asociado con la electroporación de lo habitual 
con los dispositivos de electroporación disponibles. Más específicamente, la electroporación tolerable (o sin dolor) es 
el resultado de la combinación de utilizar los electrodos mínimamente invasivos descritos en esta memoria junto con 
campos eléctricos bajos, preferiblemente niveles bajos de tensión, es decir, de aproximadamente 0,01 V a 
aproximadamente 70 V, de aproximadamente 1 V a aproximadamente 50 V, de aproximadamente 1 V a 40 
aproximadamente 20 V, de aproximadamente 1 V a aproximadamente 15 V, y preferiblemente de aproximadamente 
15 V. 

Un aspecto de la presente invención, al que se alude aquí de vez en cuando como un dispositivo de profundidad 
dual, combina dos vías de electroporación (EP) diferentes en un solo dispositivo para lograr una respuesta 
inmunitaria más equilibrada y mayor que cualquiera de los métodos individuales o la suma de los métodos 45 
individuales juntos. El dispositivo consiste en matrices de electrodos combinados, tanto de los métodos IM como ID. 
Existen tres métodos a combinar: muscular, dérmica invasiva y dérmica (superficie) mínimamente invasiva. Las tres 
combinaciones son: muscular con dérmica invasiva, muscular con dérmica (superficie) mínimamente invasiva y 
dérmica (superficie) mínimamente invasiva. 

En un aspecto de la invención, existen dispositivos de electroporación de profundidad duales capaces de 50 
electroporar tanto el tejido muscular como el tejido de la piel en una sola aplicación, que comprende: un generador 
de impulsos eléctricos; una matriz en comunicación eléctrica con dicho generador de impulsos eléctricos, teniendo 
dicha matriz un primer conjunto de electrodos de aguja y un segundo conjunto de electrodos. El primer conjunto de 
electrodos de aguja es para el suministro intramuscular de un primer impulso eléctrico y el segundo conjunto de 
electrodos es para el suministro intradérmico de un segundo impulso eléctrico. El primer conjunto de electrodos de 55 
aguja tiene una longitud de aproximadamente 10 mm a aproximadamente 35 mm; mientras que el segundo conjunto 
de electrodos de aguja tiene una longitud de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 4 mm. 

4 

 

E11751203
05-10-2015ES 2 549 190 T3

 



En algunas realizaciones, los dispositivos que tienen el primer conjunto de electrodos de aguja suministran el primer 
impulso eléctrico al tejido muscular y el segundo conjunto de electrodos de aguja suministra el segundo impulso 
eléctrico al tejido de la piel, y de preferencia con solapamiento nominal. El generador de impulsos eléctricos pueden 
suministrar a través del primer conjunto de aguja de los electrodos el primer impulso eléctrico de 1 voltio a 
aproximadamente 200 voltios y a través del segundo conjunto de aguja de los electrodos el segundo impulso 5 
eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 200 voltios para los electrodos dérmicos invasivos, preferiblemente 100 
voltios, o de 1 voltio a aproximadamente 50 voltios para los electrodos dérmicos mínimamente invasivos, 
preferiblemente 15 voltios. Este suministro puede ser simultáneo o separado y, si es separado, puede producirse en 
cualquier orden secuencial, preferiblemente el primer impulso eléctrico se produce primero y el segundo impulso 
eléctrico se produce después del primer impulso eléctrico. 10 

Cada uno del primer impulso eléctrico y segundo impulso eléctrico, de forma individual, se puede repetir hasta 6, 5, 
4, 3 ó 2 veces. Preferiblemente, el primer impulso se repite dos veces y el segundo impulso eléctrico se repite tres 
veces. El primer impulso eléctrico puede suministrar una corriente que varía de aproximadamente 50 mA hasta 
aproximadamente 500 mA, y el segundo impulso eléctrico puede suministrar una corriente que varía de 
aproximadamente 50 mA hasta aproximadamente 500 mA para los electrodos dérmicos invasivos, preferiblemente 15 
de aproximadamente 100 mA, o de aproximadamente 1 mA hasta aproximadamente 50 mA para los electrodos 
dérmicos mínimamente invasivos, preferiblemente de aproximadamente 10 mA. Cada uno del primer impulso 
eléctrico y segundo impulso eléctrico, de forma individual, tiene una duración de 5 ms a aproximadamente 250 ms, 
preferiblemente de 60 ms para el primer impulso eléctrico y de 100 ms para el segundo impulso eléctrico. 

En algunas realizaciones, el segundo conjunto de electrodos puede tener un extremo distal generalmente romo 20 
(extremo que se inserta en el sujeto) con una punta afilada (o punto central afilada) que permite la penetración a 
través del estrato córneo en el tejido epidérmico subyacente por encima de la capa basal, preferiblemente la 
penetración a través del estrato córneo es limitada y es suficiente para introducirse en el extremo distal en la capa 
subsiguiente de la epidermis. 

En otro aspecto de la invención, existen métodos de generar una amplia respuesta inmune en un sujeto mediante la 25 
administración de una biomolécula tanto al tejido muscular como al tejido de la piel mediante suministro asistido por 
electroporación utilizando los dispositivos de electroporación de profundidad duales descritos en esta memoria. Los 
métodos incluyen inyectar una biomolécula tanto a los músculos como al tejido de la piel; insertar la matriz, que 
comprende insertar el primer conjunto de electrodos de aguja en el tejido muscular e insertar el segundo conjunto de 
electrodos de aguja en el tejido de la piel. El primer conjunto de electrodos de aguja suministra el primer impulso 30 
eléctrico al tejido muscular; mientras que el segundo conjunto de electrodos de aguja suministra el segundo impulso 
eléctrico al tejido de la piel para permitir la transfección de la biomolécula. Esto permite que el sistema inmune del 
sujeto genere una amplia respuesta inmune incluyendo la respuesta humoral y celular a la biomolécula inyectada. 

En algunas realizaciones, los métodos descritos incluyen la etapa de inyección que se produce antes de la etapa de 
inserción. La etapa de suministro puede comprender el suministro a través del primer conjunto de los electrodos de 35 
aguja del primer impulso eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 200 voltios y a través del segundo conjunto de los 
electrodos de aguja del segundo impulso eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 200 voltios para los electrodos 
dérmicos invasivos, preferiblemente de 100 voltios, o de 1 voltio a aproximadamente 50 voltios para los electrodos 
dérmicos mínimamente invasivos, preferiblemente 15 voltios. La etapa de suministro puede incluir la repetición de 
cada uno de los suministros del primer impulso eléctrico y de los suministros del segundo impulso eléctrico, de forma 40 
individual, hasta 6, 5, 4, 3 ó 2 veces. Preferiblemente, el primer impulso se repite dos veces y el segundo impulso 
eléctrico se repite tres veces. La etapa de suministro puede incluir el suministro simultáneo o separado del primer 
impulso eléctrico y del segundo impulso eléctrico, y si se produce por separado, puede producirse en cualquier 
orden secuencial. Preferiblemente, el suministro del primer impulso eléctrico se produce primero y el suministro del 
segundo impulso eléctrico se produce después del primer impulso eléctrico. Los métodos incluyen también la etapa 45 
de suministro que tiene el primer impulso eléctrico que suministra una corriente de aproximadamente 50 mA hasta 
aproximadamente 500 mA, y el segundo impulso eléctrico suministra una corriente que varía de aproximadamente 
50 mA hasta aproximadamente 500 mA para los electrodos dérmicos invasivos, preferiblemente aproximadamente 
100 mA, o de aproximadamente 1 mA a aproximadamente 50 mA para los electrodos dérmicos mínimamente 
invasivos, preferiblemente de aproximadamente 10 mA. Cada uno de los primer impulso eléctrico y segundo impulso 50 
eléctrico, de forma individual, tiene una duración de 5 ms a aproximadamente 250 ms, preferiblemente de 60 ms 
para el primer impulso eléctrico y 100 ms para el segundo impulso eléctrico. 

Los electrodos del músculo se diseñan típicamente para que tengan la misma longitud que las agujas hipodérmicas 
utilizadas para las inyecciones intramusculares, o 1,5 cm, véase la Figura 1. Los electrodos invasivos de la piel 
pueden ser de unos pocos milímetros de longitud, habiéndose utilizado con éxito 3 mm (véase la Figura 2) en varios 55 
estudios de investigación pre-clínicos con animales. El dispositivo mínimamente invasivo utiliza electrodos 
puntiagudos que puedan perturbar el estrato córneo para llegar a tejido vivo y lograr mediciones de impedancia 
repetibles que resulten en un proceso de electroporación robusto y repetible. La combinación de las matrices se 
puede lograr de muchas maneras tal como diferentes longitudes de electrodos en una rejilla, por ejemplo, una rejilla 
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4x4 similar a un cuadrado, distribuida uniformemente. El electrodo IM puede ser las esquinas de la matriz 4 x 4, 
mientras que los restantes 12 electrodos pueden ser dérmica invasiva de 3 mm o el tipo puntiagudo dérmico 
superficial, véase la Figura 3. Las esquinas también podrían ser de 3 mm de longitud, mientras que los 12 electrodos 
interiores son los electrodos de superficie puntiagudos, véase la Figura 4. Una configuración alternativa podría tener 
los electrodos penetrantes en un círculo con los electrodos IM más largos en diferentes ubicaciones angulares que 5 
los electrodos invasivos dérmicos más cortos. Alternativamente, la configuración de las matrices puede ser de otra 
forma geométrica, p. ej., circular, triangular, romboidal, paralelogramo, etc., pero manteniendo los electrodos 
uniformemente distribuidos dentro de cada una de las configuraciones geométricas. En algunas realizaciones, las 
longitudes de los electrodos para la penetración de IM pueden ser manipuladas de manera que penetren de forma 
más superficial o más profunda en el músculo; mientras que las longitudes para la penetración ID pueden variar de 10 
longitudes que no penetran en la piel, que apenas penetran a través del estrato córneo hasta que penetran en la 
capa subcutánea, hasta que penetran profundamente en la dermis. 

En cualquiera de los casos, es más probable que cada uno de los conjuntos de electrodos (ID o IM) dispare 
(impulsos eléctricos) independientemente del segundo conjunto, con el fin de no esperar a que sea significativo. Los 
electrodos pueden ser disparados en una multitud de patrones para un tratamiento dado para alcanzar un 15 
rendimiento optimizado de cada uno de los métodos para una terapia dada. 

La Figura 5 muestra la inyección ID que se hace pasar por la porción de electrodo IM invasiva de la matriz y es 
localmente tratada por los electrodos puntiagudos mínimamente invasivos. La Figura 6 muestra la adición de la 
inyección IM y demuestra que sólo los electrodos largos invasivos tratan localmente la inyección IM. 

Otros aspectos de la presente invención incluyen un dispositivo de electroporación que combina dos conjuntos de 20 
los electrodos de profundidad dual proporcionados para dos o más objetivos diferentes de tejido separados en el 
espacio. Un conjunto de electrodos de aproximadamente 10-25 mm de longitud se establece para los tratamientos 
IM. El segundo conjunto de electrodos de aproximadamente 1-4 mm de longitud se establece para la ID invasiva. El 
segundo conjunto de electrodos puede tener un extremo distal afilado (o puntiagudo), con la intención única de 
perturbar el estrato córneo (espesor de 15-30 capas de células), es decir, afilado, pero no profundamente penetrante 25 
para una ID mínimamente invasiva. 

Se puede montar un conjunto de electrodos a fin de que floten mecánicamente desde el otro conjunto de electrodos, 
con el fin de permitir el "asiento" natural y la conformidad necesaria para lograr un contacto adecuado. 

En algunas formas de realización, los electrodos son dirigibles individualmente para el suministro de impulsos 
eléctricos para permitir una multitud de patrones de disparo, secuencias o combinado en una multitud de patrones y 30 
secuencias y disparados en estas agrupaciones 

Los parámetros del impulso del dispositivo de electroporación pueden ser un conjunto optimizado para cada 
tratamiento individual en los siguientes intervalos: 

Electroporación intramuscular: se pueden seleccionar intervalos de tensión de entre 1 V a 200 V, 10 V a 
200 V, 20 V a 200 V, 40 V a 200 V, 60 V a 200 V, 80 V a 200 V, 100 V a 200 V, 10 V a 180 V, 20 V a 180 V, 35 
40 V a 180 V, 60 V a 180 V, 80 V a 180 V, 100 V a 180 V, 10 V a 160 V, 20 V a 160 V, 40 V a 160 V, 60 V a 
160 V, 80 V a 160 V, 100 V a 160 V, 10 V a 140 V, 20 V a 140 V, 40 V a 140 V, 60 V a 140 V, 80 V a 140 V, 
100 V a 140V, 10 V a 120 V, 20 V a 120 V, 40 V a 120 V, 60 V a 120 V, 80 V a 120 V o 100 V a 120 V, y 
preferiblemente 100 V; los intervalos de corriente se pueden seleccionar de entre 5 mA a 1 A, 100 mA a 1 
A, 200 mA a 1 A, 300 mA a 1 A, 400 mA a 1 A, 500 mA a 1 A, 600 mA a 1 A, 700 mA a 1 A, 800 mA a 1 A , 40 
900 mA a 1 A, 100 mA a 900 mA, 200 mA a 900 mA, 300 mA a 900 mA, 400 mA a 900 mA, 500 mA a 900 
mA, 600 mA a 900 mA, 700 mA a 900 mA, 800 mA a 900 mA, 100 mA a 800 mA, 200 mA a 800 mA, 300 
mA a 800 mA, 400 mA a 800 mA, 500 mA a 800 mA, 600 mA a 800 mA, 700 mA a 800 mA, 100 mA a 700 
mA, 200 mA a 700 mA, 300 mA a 700 mA, 400 mA a 700 mA, 500 mA a 700mA, 600 mA a 700 mA, 100 mA 
a 600 mA, 200 mA a 600 mA, 300 mA a 600 mA, 400 mA a 600 mA, 500 mA a 600 mA, 100 mA a 500 mA, 45 
200 mA a 500 mA, 300 mA a 500 mA o 400 mA 500mA; y 1, 2, 3, 4, 5 ó 6 impulsos; y duraciones de los 
impulsos de entre 5 ms y 250 ms, 20 ms y 250 ms, 40 ms y 250 ms, 60 ms y 250 ms, 80 ms y 250 ms, 100 
ms y 250 ms, 20 ms y 200 ms, 40 ms y 200 ms, 60 ms y 200 ms, 80 ms y 200 ms, 100 ms y 200 ms, 20 ms 
y 150 ms, 40 ms y 150 ms, 60 ms y 150 ms, 80 ms y 150 ms, 100 ms y 150 ms, 20 ms y 100 ms, 40 ms y 
100 ms, 60 ms y 100 ms, 80 ms y 100 ms, y preferiblemente 100 ms. 50 

ID invasiva: se pueden seleccionar intervalos de tensión de entre 1 V a 200 V, 10 V a 200 V, 20 V a 200 V, 
40 V a 200 V, 60 V a 200 V, 80 V a 200 V, 100 V a 200 V, 10 V a 180 V, 20 V a 180 V, 40 V a 180 V, 60 V a 
180 V, 80 V a 180 V, 100 V a 180V, 10 V a 160V, 20 V a 160 V, 40 V a 160 V, 60 V a 160 V, 80 V a 160 V, 
100 V a 160 V, 10 V a 140 V, 20 V a 140 V, 40 V a 140 V, 60 V a 140 V, 80 V a 140 V, 100 V a 140 V, 10 V 
a 120 V, 20 V a 120 V, 40 V a 120 V, 60 V a 120 V, 80 V a 120 V o 100 V a 120 V, y preferiblemente 100 V; 55 
los intervalos de corriente se pueden seleccionar de entre 5 mA a 1 A, 100 mA a 1 A, 200 mA a 1 A, 300 
mA a 1 A, 400 mA a 1 A, 500 mA a 1 A, 600 mA a 1 A, 700 mA a 1A, 800 mA a 1 A, 900 mA a 1 A, 100 mA 
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a 900 mA, 200 mA a 900 mA, 300 mA a 900 mA, 400 mA a 900 mA, 500 mA a 900 mA, 600 mA a 900 mA, 
700 mA a 900 mA, 800 mA a 900 mA, 100 mA a 800 mA, 200 mA a 800 mA, 300 mA a 800 mA, 400 mA a 
800 mA, 500 mA a 800 mA, 600 mA a 800 mA, 700 mA a 800 mA, 100 mA a 700 mA, 200 mA a 700 mA, 
300 mA a 700mA, 400 mA a 700 mA, 500 mA a 700 mA, 600 mA a 700 mA, 100 mA a 600 mA, 200 mA a 
600 mA, 300 mA a 600 mA, 400 mA a 600 mA, 500 mA a 600 mA, 100 mA a 500 mA, 200 mA a 500 mA, 5 
300 mA a 500 mA o 400 mA a 500 mA; y 1, 2, 3, 4, 5 ó 6 impulsos; y duraciones de los impulsos de entre 5 
ms y 250 ms, 20 ms y 250 ms, 40 ms y 250 ms, 60 ms y 250 ms, 80 ms y 250 ms, 100 ms y 250 ms, 20 ms 
y 200 ms, 40 ms y 200 ms, 60 ms y 200 ms, 80 ms y 200 ms, 100 ms y 200 ms, 20 ms y 150 ms, 40 ms y 
150 ms, 60 ms y 150 ms, 80 ms y 150 ms, 100 ms y 150 ms, 20 ms y 100 ms, 40 ms y 100 ms, 60 ms y 100 
ms, 80 ms y 100 ms, y preferiblemente 100 ms. 10 

ID mínimamente invasiva: los intervalos de tensión se pueden seleccionar de entre 1 V a 70 V, 1 V a 50 V, 5 
V a 50 V, 10 V a 50 V, 12 V a 50 V, 15 V a 50 V, 1 V a 40 V, 5 V a 40 V, 10 V a 40 V, 12 V a 40 V, 15 V a 40 
V, 5 V a 30 V, 10 V a 30 V, 12 V a 30 V, 15 V a 30 V, 5 V a 20 V, 10 V a 20 V, 12 V a 20 V o 15 V a 20 V, y 
preferiblemente 15 V, los intervalos de corriente se pueden seleccionar de entre 1 mA a 100 mA, 10 mA a 
100 mA, 20 mA a 100 mA, 30 mA a 100 mA, 40 mA a 100 mA, 50 mA a 100 mA, 60 mA a 100 mA, 70 mA a 15 
100 mA, 80 mA a 100 mA o 90 mA a 100 mA; y 1, 2, 3, 4, 5 ó 6 impulsos; y duraciones de los impulsos de 
entre 5 ms y 250 ms, 20 ms y 250 ms, 40 ms y 250 ms, 60 ms y 250 ms, 80 ms y 250 ms, 100 ms y 250 ms, 
20 ms y 200 ms, 40 ms y 200 ms, 60 ms y 200 ms, 80 ms y 200 ms, 100 ms y 200 ms, 20 ms y 150 ms, 40 
ms y 150 ms, 60 ms y 150 ms, 80 ms y 150 ms, 100 ms y 150 ms, 20 ms y 100 ms, 40 ms y 100 ms, 60 ms 
y 100 ms, 80 ms y 100 ms, y preferiblemente 100 ms. 20 

El dispositivo de electroporación suministra (inyecta) preferiblemente un fármaco de una manera mecanizada o 
automatizada. Preferiblemente, este componente de suministro automatizado es una parte integral del dispositivo y 
se activa o inicia para administrar el fármaco antes del tratamiento EP. 

EJEMPLOS 

La presente invención se ilustra adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Debe entenderse que estos Ejemplos, 25 
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se dan a modo de ilustración solamente. De la discusión 
anterior y de estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las características esenciales de esta 
invención y, sin apartarse del espíritu y alcance de la misma, puede hacer diversos cambios y modificaciones de la 
invención para adaptarla a diversos usos y condiciones. Por lo tanto, diversas modificaciones de la invención, 
además de las mostradas y descritas en esta memoria resultarán evidentes para los expertos en la técnica a partir 30 
de la descripción anterior. Estas modificaciones también están destinadas a caer dentro del alcance de las 
reivindicaciones adjuntas. 

Animales: cobayas Hartley, hembras, de 4 semanas de edad con pesos entre 300 y 350 g, se utilizaron en el estudio 
(n = 5). Los animales fueron alojados en Bio-quant, Inc., San Diego, CA, de acuerdo con los patrones de IACUC. 

Plásmidos: gWiz-GFP (Aldevron LLC, ND) y pGX2001 se utilizaron en el estudio. pGX2001 codifica una secuencia 35 
consenso de H5HA. 

Inmunización: vacuna H5HA fue suministrada ID y/o IM a los cobayas con y sin EP, utilizando piel o el músculo o un 
dispositivo de profundidad dual de EP. Se administró una dosis de refuerzo 3 semanas después de la primera 
inmunización. 

Expresión de GFP y Formación de imágenes: Para el análisis de la expresión de GFP, gWiz GFP (0,5 mg/ml) se 40 
inyectó ID e IM en la piel (50 μl) y por debajo del músculo cuádriceps (150 μl) seguido de EP, los cobayas fueron 
sacrificados el día 3, y se tomaron muestras de la piel y del músculo y se congelaron a -20°C. Las muestras de 
músculo se seccionaron a 1,5 mm de espesor, cortes consecutivos se alinearon para los análisis de las imágenes 
utilizando microscopio de fluorescencia OV-100. 

ELISA. Las muestras de sangre se recogieron de la vena yugular en las semanas 2, 3 y 5 después de la primera 45 
inmunización con una dosis de refuerzo en la semana 3 y se analizaron en cuanto a los títulos de punto final de 
anticuerpos anti-H5 utilizando ELISA. Placas de noventa y seis pocillos se recubrieron con 15 ng/pocillo de H5HA 
recombinante (Immune Tech Corp, NY) para determinar las respuestas de H5HA. 

Títulos de Cobayas - Títulos de punto final de anticuerpos anti-H5HA potenciados utilizando el suministro de 
profundidad dual. 50 

Los cobayas se cebaron con pGX2001 y se les dio una dosis de refuerzo una vez en la semana 3. Las muestras se 
recogieron los días 14, 21 y 35, y se analizaron mediante ELISA. El transcurso en el tiempo de los títulos de 
anticuerpos anti-H3HA se muestra como media ± error típico (n = 5). Todos los grupos con la inyección de ADN 
seguida de electroporación mostraron títulos de anticuerpos significativamente más altos que la inyección de ADN 
sola (* indica p < 0,05). Véase la Fig. 9. 55 
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REIVINDICACIONES 

1. Un dispositivo de electroporación, que comprende: 

un generador de impulsos eléctricos; y 
una matriz en comunicación eléctrica con dicho generador de impulsos eléctricos, caracterizado por que el 
dispositivo de electroporación es un dispositivo de electroporación de profundidad dual capaz de 5 
electroporar tejido muscular y tejido de la piel en una sola aplicación, teniendo dicha matriz un primer 
conjunto de electrodos de aguja y un segundo conjunto de electrodos de aguja; 
en donde el primer conjunto de electrodos de aguja es para el suministro intramuscular de un primer 
impulso eléctrico, teniendo el primer conjunto de electrodos de aguja una longitud de aproximadamente 10 
mm a aproximadamente 35 mm; y el segundo conjunto de electrodos de aguja es para el suministro 10 
intradérmico de un segundo impulso eléctrico, teniendo el segundo conjunto de electrodos de aguja una 
longitud de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 4 mm. 

2. El dispositivo de la reivindicación 1, en donde el generador de impulsos eléctricos suministra, a través del primer 
conjunto de electrodos de aguja, el primer impulso eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 200 voltios, y el 
generador de impulsos eléctricos suministra, a través del segundo conjunto de electrodos de aguja, el segundo 15 
impulso eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 200 voltios. 

3. El dispositivo de la reivindicación 2, en donde el generador de impulsos eléctricos suministra, a través del 
segundo conjunto de electrodos de aguja, el segundo impulso eléctrico de 1 voltio a aproximadamente 50 voltios. 

4. El dispositivo de la reivindicación 1, en donde el generador de impulsos eléctricos suministra, a través del primer 
conjunto de electrodos de aguja, el primer impulso eléctrico de aproximadamente 100 voltios, y el generador de 20 
impulsos eléctricos suministra, a través del segundo conjunto de electrodos de aguja, el segundo impulso eléctrico 
de aproximadamente 15 voltios. 

5. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde cada uno del primer impulso eléctrico y del 
segundo impulso eléctrico, individualmente, se repite hasta 6 veces. 

6. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el primer impulso eléctrico se repite dos 25 
veces y el segundo impulso eléctrico se repite tres veces. 

7. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde secuencialmente el primer impulso eléctrico 
se produce primero y el segundo impulso eléctrico se produce en segundo lugar. 

8. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el primer impulso eléctrico suministra una 
corriente de aproximadamente 50 mA a aproximadamente 500 mA y el segundo impulso eléctrico suministra una 30 
corriente de aproximadamente 50 mA a aproximadamente 500 mA o de aproximadamente 1 mA a aproximadamente 
50 mA. 

9. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el primer impulso eléctrico suministra una 
corriente de aproximadamente 400 mA y el segundo impulso eléctrico suministra una corriente de aproximadamente 
100 mA o aproximadamente 10 mA. 35 

10. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde cada uno del primer impulso eléctrico y el 
segundo impulso eléctrico, individualmente, tienen una duración de 5 ms a aproximadamente 250 ms. 

11. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el segundo conjunto de electrodos tiene 
una punta distal afilada que permite la penetración a través del estrato córneo al tejido epidérmico subyacente por 
encima de la capa basal. 40 
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