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Resumen

El cancer representa una de las principales causas de muerte por enfermedad a nivel
mundial. Frente a los tratamientos tradicionales (quimioterapia, cirugia, etc.), las Electro-
terapias se presentan como una alternativa mas segura, eficiente y econémica. En parti-
cular, en este trabajo se estudian la Ablacién Electrolitica (EA) y la Electroquimiotera-
pia (ECT) en modelos bidimensionales.

En la primera parte, se extiende a dos dimensiones un modelo unidimensional de EA
preexistente permitiendo a su vez colocar en el tejido una cantidad arbitraria de electrodos.
En la segunda parte, se introduce el concepto de electropermeabilizacién y se modifica el
modelo anterior para capturar esta nocién y analizar su impacto en la terapia. En la tercera
parte, se presenta un modelo bidimensional con factor de permeabilizacién para ECT. Lo
resultados, ademads de ser contrastados con los obtenidos en trabajos previos en el area,
son puestos a prueba con un modelo in vitro para la segunda parte y con un modelo in
vivo para la tercera.

Se espera que los resultados de esta tesis representen un aporte significativo a la mejora
en el disefio de tratamientos para la EA y la ECT permitiendo, a través de la simulacién
numérica, ajustar los distintos pardmetros de ambas terapias (configuracién de los electro-
dos, corriente eléctrica aplicada, tamano del tejido, tiempo de aplicacién, etc.) en la fase

preclinica.

Palabras claves: Simulacién Numérica, Diferencias Finitas, Electroterapia, Ablacién

Electrolitica, Electroquimioterapia.






Abstract

Cancer is one of the main causes of death by sickness in the world. Compared to
traditional treatments (chemotherapy, surgery, etc.), Electrotherapies represent a more
secure, efficient and economical alternative. In particular, in this work we study Electrolytic
Ablation (EA) and Electrochemotherapy (ECT) in two-dimensional models.

In the first part, we extend to two dimensions a preexisting EA one-dimensional model
allowing to place an arbitrary amount of electrodes in the tissue. In the second part, we
introduce the concept of electropermeabilization and we modify the previous model to
capture this notion and to analyze its impact on the therapy. In the third part, we present
a two-dimensional model with permeabilization factor for ECT. Results are contrasted
with those obtained in previous work in the area and they are tested with an in vitro
model for the second part and an in vivo model for the third one.

It is expected that results of this thesis represent a significant contribution to improving
the design of treatments for EA and ECT allowing, through numerical simulation, adjust
parameters of both therapies (configuration of the electrodes, applied electric current,

tissue size, time of application, etc.) in the preclinical phase.

Keywords: Numerical Simulation, Finite Difference, Electrotherapy, Electrolytic Abla-

tion, Electrochemotherapy.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivacion

El céncer es una enfermedad que afecta a todos los estamentos de la sociedad y se ha
convertido en una de las principales causas de muerte a nivel mundial segiin la Organiza-
ci6on Mundial de la Salud [1]. Solamente en el ano 2012 se han contabilizado 14 millones
de afectados y 8.2 millones de decesos debido a este mal, previéndose un incremento sig-
nificativo para las préximas décadas [2]. Si tenemos en cuenta que la estimacién sobre el
total de muertes a nivel mundial durante el afio 2012 ronda las 56 millones de personas [3],
el cdncer representa cerca del 15 % del total. Nuestro pais no es ajeno a estas estadisticas,
siendo la principal causa de muerte en la franja etaria que va desde los 40 a los 64 afios
y la segunda en las franjas de 5 a 39 anos y mayores de 64, superando la cifra de 60.000
fallecimientos durante 2012, ubicdndose de este modo entre los paises cuya incidencia es
media-alta [4]. Para mayor informacién sobre el cédncer y sus causas ver el Apéndice A.

A pesar de todo el trabajo y esfuerzo que se invierte en la prevencién, también es de
suma importancia la investigacién y la mejora en el desarrollo de las técnicas que permitan
tratar el cdncer cuando éste es diagnosticado. Actualmente, muchos de los tratamientos
acarrean costos sumamente elevados e importantes efectos secundarios con resultados mu-

chas veces parciales o paliativos.

Uno de los procedimientos més antiguos es la cirugia, cuyo objetivo consiste en la
extirpacién parcial o total del tejido canceroso. También puede utilizarse como diagnéstico
o para hacer un andlisis exploratorio y determinar las caracteristicas del mismo (zona en
donde estd alojado, dimensiones, si hay ramificaciones, etc.). Otra de las alternativas es la
quimioterapia que consiste en la utilizaciéon de potentes farmacos con los cuales se busca
destruir a las células tumorales con el objetivo de eliminar el cdncer, o de controlarlo o
aminorar sus sintomas si no fuera posible su eliminacién. Un tercer tipo de tratamiento es
la radioterapia en donde a través de la aplicacién de radiacion de alta energia se pretende

alterar la quimica de las células con el fin de eliminar las cancerosas sin afectar el tejido



sano.

Entre las distintas dificultades que se presentan al momento de llevar adelante un
tratamiento antitumoral, uno de los problemas mas importantes es el transporte de la
droga, para el caso de tratamientos basados en la dosificacién de drogas antitumorales.
Teniendo en cuenta que el destino final de la droga es el interior de las células tumorales,
previamente debe atravesar distintas barreras bioldgicas y fisicoquimicas que impactan
fuertemente en la cantidad de droga a administrar para que el tratamiento surta el efecto
deseado. Entre ellas podemos destacar la pared del endotelio vascular, el tejido intersticial
y la membrana plasmatica.

En este trabajo me propongo analizar los tratamientos que involucran la utilizacién de
campos eléctricos, mejor conocidos como Flectroterapias, los cuales se presentan como una
alternativa mas segura y econémica a las metodologias descriptas previamente [5-8]. Entre
ellos podemos destacar la Ablacién Electrolitica (EA), la Electroquimioterapia (ECT), la
Electroterapia Génica (EGT) [7,9-11] y la Electroporacién Irreversible (IRE) [12-16]. A
continuacién se describen los primeros dos tratamientos, objetos de estudio de la presente

investigacién.

1.2. Electroterapias

1.2.1. EA

EA es una terapia en la cual se insertan 2 o més electrodos en el tejido tumoral y se
aplica corriente eléctrica continua durante un periodo largo de tiempo con el objetivo de
destruir dicho tejido.

Aproximaciones a la utilizacién de la corriente eléctrica para el tratamiento de tumores
datan desde el siglo XVIII. En particular, sobre el uso de la EA, se sabe que los primeros
pasos fueron dados por Crussel a mediados del siglo XIX. A pesar de estos primeros
intentos que se fueron dando a lo largo de la historia de la EA, fue en Suecia, con las
investigaciones de Bjorn Nordenstrém, donde durante la década de 1980 se publicaron una
serie de trabajos acerca del tratamiento en pacientes humanos, principalmente padecientes
de cancer de pulmon. Si bien sus resultados fueron sumamente positivos, obteniéndose una
regresion del tumor en 12 de los 26 pacientes que traté sin observarse signos de reaparicién,
no tuvo mucho impacto en el mundo médico y académico occidental [17,18].

En China, a finales de los 80" y de la mano del profesor Xin Yu-Ling, se retomé el
trabajo iniciado por Nordenstréom, habiendo formado ya para el ano de 1998 maés de
2000 médicos especialistas en EA y habiéndose tratado hasta la fecha m&as de 20.000
pacientes. En un estudio presentado en el ano 2001, Xin muestra una tasa de efectividad
del tratamiento que supera el 78 % [19-21].

FEn consonancia con las investigaciones llevadas a cabo por Nordenstrém y Xin Yu-Ling,

varios grupos de investigacién también comenzaron a tratar el tema: Eslovenia [22-25],
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Alemania [26-29], Australia y Gran Bretana [30-32], Cuba [33-38] y en menor medida en
Brasil [39], Corea [40] y EEUU [41]. Para una descripcién mas detallada al respecto se
pueden ver las recopilaciones que hicieron Nilsson et al. [42] y, més recientemente, Ciria
et al. [43].

Generalmente, la EA es utilizada en combinacién con otros tratamientos como la radio
y la quimioterapia, o en el caso de tumores muy voluptuosos para poder reducirlos previo
a la cirugia. Ademds de lo simple de su administracion, el bajo costo de tratamiento, su
eficacia y efectos secundarios minimos en comparacién con otras terapias, la EA puede
ser aplicada sucesivas veces dado que no se desarrolla una resistencia significativa en el
organismo como si ocurre en la quimioterapia, por ejemplo [42].

Algunas caracteristicas distintivas del tratamiento son la aplicacién de corriente conti-
nua —en contraposicién a otros tratamientos con corriente pulsatil que serdn abordados en
la siguiente seccién— a intensidad baja y constante (1-200 mA) en toda la zona tumoral.

Por ultimo, cabe destacar que ademaés de las experiencias médicas llevadas adelante
a lo largo de los anos, también existe mucho trabajo tedrico realizado (ver seccion 1.3.
“Trabajos previos”) con el objetivo de obtener un modelo confiable que permita analizar las
distintas variables involucradas en la EA: carga eléctrica a aplicar (intensidad de corriente
y tiempo de aplicacién), diseno de los electrodos (cantidad, forma, ubicacién y disposicién
espacial), tipo de terapia (anddica, catédica o ambas), cantidad de dias que se aplica, y

posible aplicacién combinada con otras terapias [5].

1.2.2. Electroporacion

La Electroporacién (ET) o Electropermeabilizacién se basa en el uso de pulsos eléctri-
cos de alto voltaje y corta duracion que permiten la permeabilizacién de la membrana
celular mediante la formacién de poros a través de los cuales pueden introducirse distintos
farmacos. En funcién de cémo estos pulsos sean aplicados (intensidad de corriente utili-
zada, duracidn, etc.) la electropermeabilizacién puede ser temporal o permanente. Dentro
del primer grupo se encuentran tratamientos tales como ECT y EGT en los cuales se
utiliza la electroporacion reversible para permitir el pasaje de un agente terapéutico poco
permeable al interior de la célula en tanto que en el segundo grupo podemos mencionar
la IRE, tratamiento que busca necrosar el tejido tumoral a través de la permeabilizacion
irreversible de la membrana celular lo cual produce la muerte de las células.

Los origenes de la ECT datan de finales de la década de los 80’ cuando el equipo
francés, a cargo de L.M. Mir, combiné dos hallazgos de suma importancia. En principio,
pudieron notar que mediante el uso de un generador de pulsos de ondas cuadradas se podia
electropermeabilizar a las células expuestas a la corriente eléctrica sin que esto implicara
la muerte de las mismas. Por otro lado, esto brindaba la posibilidad de poder introducir
al interior de la célula moléculas no permeables actuando de manera mas certera. Los

resultados fueron muy significativos: utilizando bleomicina junto con la electropermeabi-
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Figura 1.1: Esquema de aplicacién de ECT.

lizacién de las células se pudo medir un incremento de miles de veces en la toxicidad de
esta droga [44].

Ademsds de su utilizacién con bleomicina, se han realizado investigaciones con otras
drogas antitumorales de elevada toxicidad pero no permeables a la membrana celular
como, por ejemplo, el cisplatino [45], atacando, de este modo, uno de los inconvenientes
mas importantes con el que lidia la quimioterapia: la dificultad impuesta por la membrana
citoplasmatica al transporte de la droga.

Una de las principales ventajas de la ECT frente a la quimioterapia es que, al aumentar
en varios 6rdenes de magnitud el efecto de la droga antitumoral, se puede reducir la dosis
necesaria para el tratamiento disminuyendo significativamente sus efectos colaterales [44].
En los dltimos anos ya se han llevado adelante experiencias en nédulos tumorales cutédneos
y subcuténeos en seres humanos pasando de esta forma a fase clinica [46-48]. En la Figura
1.1 se puede apreciar el esquema de aplicacién de un tratamiento tipico consistente en
la aplicacién de 8 pulsos de onda cuadrada de gran amplitud (1000 V/cm) de muy corta
duracién (100 ps) con una frecuencia de 1 Hz, es decir, un pulso por segundo, previa

inyeccién del farmaco antitumoral por via intravenosa, peri o intratumoral [49].



1.3. Trabajos previos

La dificultad que supone la medicién del campo eléctrico generado y las zonas de
permeabilizacién, determina la necesidad de construir modelos in silico que permitan ver
y analizar el alcance de las terapias. En este sentido, los trabajos realizados por Nilsson et
al. [50-53] y, més tarde, por Colombo et al. [54] y Turjanski et al. [55] proponen modelos in
silico para el estudio de la EA. En el modelo de Nilsson et al. se representa un solo electrodo
a la vez, suponiendo el otro ubicado en el infinito. Por su parte, Turjanski et al. integran
ambos electrodos en un unico modelo unidimensional. En ambos trabajos se observa que
los perfiles de pH obtenidos muestran una buena correlacién con las zonas de destruccion
obtenidas de manera experimental, evidenciando que al superar ciertos umbrales, el pH
produce una destruccién del tejido tumoral. Por otro lado, Bergues et al. [38] realizan un
estudio analitico y numérico en 2 dimensiones de la distribucién del potencial y el campo
eléctrico dentro del tejido afectado, proponiendo y comparando distintas configuraciones
de electrodos (eliptica, parabdlica e hiperbdlica).

Por otra parte, en [56], Turjanski et al. abordan un nuevo modelo unidimensional
in silico para ECT en donde se estudia el efecto obtenido a través de la aplicacién de
micropulsos eléctricos de alto voltaje, evidenciando buena correlacion con los perfiles de
pH anddico obtenidos de manera experimental en el modelo in vitro. Mas ain, uno de
los resultados sobresalientes obtenidos en este trabajo fue que la superficie acidificada es
mucho mayor que en los modelos de EA, sugiriendo que, en consecuencia, la porcién de

tejido necrosado podria ser también superior.

1.4. Metodologia

El caracter multidisciplinario y la complejidad que reviste el abordaje de este tipo de
problemaéticas requiere un andélisis en distintos niveles. Por ello es que, ademas de la fase
clinica, fin Ultimo de la mejor aplicacién y utilizacién de estos tratamientos, se trabaja
con distintos tipos de modelos que ayudan a comprender cudles son sus caracteristicas
distintivas y cémo afectarfa un cambio en el disenio de la terapia (variacién en la aplicacién
de la corriente, redisposicién de los electrodos, tamano del tumor, etc.). Para ello contamos
con 3 tipos de modelos diferentes: in silico, in vitro e in vivo.

El modelo in silico consiste en un sistema deterministico de ecuaciones de reaccién-
transporte que describe las leyes de la conservacion y que busca capturar los aspectos
caracteristicos de los procesos fisico-quimicos que ocurren a nivel macroscépico durante el
desarrollo de cada una de las terapias. Para su resolucién se utilizan distintas estrategias
computacionales derivadas del andlisis numérico debido a que se tratan de sistemas no
lineales de ecuaciones diferenciales, para los cuales no existen métodos exactos de resolu-

cién.



El modelo in vitro elegido tiene por objetivo aplicar los tratamientos a un gel de
coldgeno de tipo I dado que sus propiedades fisico-quimicas e hidrodindmicas son, en
cierto punto, similares a las que se hallan en el intersticio de un tumor sélido. La literatura
sugiere que es un buen modelo simplificado del transporte de las especies quimicas en el
tumor [57,58]. Esta clase de modelos resultan muy ttiles a la hora del disefio del modelo in
silico puesto que nos permite realizar una vasta cantidad de experimentacién de manera
rapida y de bajo costo tanto para comprender qué aspectos de las ecuaciones refinar como
para su posterior validacion.

Por dltimo, como modelo in vivo se propone la aplicacion del tratamiento a una rodaja
de papa, modelo que ya ha sido utilizado en otros trabajos cientificos en los que se estudian
distintos aspectos relativos a la Electroporacién [59-63] y que resultard de suma utilidad

para analizar el drea permeabilizada del tejido.

1.5. Estructura del informe
A continuacién un breve resumen sobre la organizacién del trabajo:

" En el Capitulo 2. “Modelo en 2D para EA: seis configuraciones de electrodos” se
propone una extension a 2 dimensiones del modelo de EA propuesto por Turjanski
et al. [55]. A su vez, se estudia cémo evoluciona dicho modelo para las distintas

configuraciones de electrodos propuestas por Bergues et al. [38].

IF" En el Capitulo 3. “Modelo en 2D con factor de permeabilizacion para EA” se extiende
el modelo del Capitulo 2 mediante la inclusién del factor de permeabilizacion y se lo

coteja con experimentos in vitro.

IE" En el Capitulo 4. “Modelo en 2D con factor de permeabilizacién para ECT”, utili-
zando como base el desarrollo realizado en el Capitulo 3 y las ideas expuestas en [56],

se presenta y analiza un modelo 2D de ECT con factor de permeabilizacion.

K" En el Capitulo 5. “Conclusiones” se presentan las conclusiones obtenidas a partir del

estudio y andlisis de los modelos propuestos en los capitulos anteriores.

" En el Capitulo 6. “Trabajos Futuros” se resenan brevemente las lineas de trabajo

que surgen a partir del trabajo realizado.



Capitulo 2

Modelo en 2D para EA: seis

configuraciones de electrodos

La EA es una técnica ablativa que opera aplicando una corriente eléctrica de baja
intensidad al tejido tumoral durante un periodo largo de tiempo, generando productos de
la electrolisis que destruyen las células.

Mediante la aplicacién de corriente galvanica, la EA induce niveles extremos de pH
que resultan nocivos para el tejido tratado. Este fenémeno tiene lugar ya que al aplicar
una diferencia de potencial por medio de electrodos a un tejido, se producen reacciones
electroquimicas en las interfases de los electrodos. A lo largo de este proceso, algunas
especies son consumidas mientras que otras son producidas, generdandose, de este modo,
una acidificacién (valor de pH inferior a 7) en la zona del &nodo y una basificacién (valor de
pH superior a 7) en la zona del cdtodo. Resulta de vital importancia el estudio del avance
de ambos frentes de pH extremo para poder comprender como evoluciona la terapia.

El equipo de Nilsson et al. fue uno de los primeros en introducir modelos in silico para
el estudio de la EA' realizando estudios sobre el transporte de iones cerca de los electrodos
utilizando la ecuacién de Nernst-Planck bajo la hipdtesis de electroneutralidad [50-53]. En
ellos, se trabajé con anodo y catodo de manera independiente.

Anos mas tarde, Colombo et al. y Turjanski et al. ampliaron dichos trabajos, integrando
anodo y cdtodo en un mismo modelo, obteniéndose buena correlacién entre la simulaciéon
numérica y los experimentos in vitro e in vivo que realizaron [54,55].

Si bien en los trabajos de Nilsson et al. el modelo es tridimensional, posee una gran
limitacién: hace uso de la simetria esférica, por lo que solamente se puede representar
un electrodo a la vez y suponer el otro en el infinito. Colombo et al. y Turjanski et al.
resuelven dicho problema proponiendo un modelo unidimensional que considera un dnodo
y un catodo, ambos situados en los extremos de un hilo de tejido. Sin embargo, esta

simplificacién no tiene en cuenta cémo evolucionaria la terapia en un tejido real, el cual

!Originalmente llamado EChT (Tratamiento Electroquimico de Tumores).
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posee mas de una dimensién espacial. Ademads, sélo permite el modelado de dos electrodos
simultdneos dispuestos en los extremos del tejido, dejando fuera de consideracién otras
configuraciones posibles.

En esta seccién se propone extender a 2 dimensiones el modelo de Turjanski et al.,

entendiendo al tejido como una fina capa tisular. El modelo enfrenta dos grandes desafios:

15 estabilidad de los métodos a utilizar para resolver los distintos sistemas de ecua-

ciones del modelo.

b E] trade-off entre el tiempo requerido para la simulacién y la precisién deseada en

un modelo bidimensional.

Un punto critico en el diseno de la terapia consiste en comprender su efectividad para
distintas disposiciones de electrodos insertados en el tejido. Por ello, se realizard un estudio
comparativo entre las 6 disposiciones propuestas por Bergues et al. [38] quienes analizan

la distribucién del campo eléctrico para distintas secciones cénicas.

2.1. Modelo fisico-matematico

En el trabajo realizado por Turjanski et al. [55], basado en los trabajos previos de
Nilsson et al., se modela al tejido que es sometido a la terapia considerandolo como una
solucién acuosa de cloruro de sodio (NaCl) a pH 7.

En estado puro, el agua no es conductora de electricidad. Sin embargo, cuando se
disuelven en ella sales como el NaCl, estas se disocian produciendo subproductos cargados
(iones y particulas). Las reacciones debidas al paso de corriente ocurren mayormente en
la zona circundante a los electrodos y, en el caso particular de los electrodos inertes —
aquellos que no reaccionan con la soluciéon, como por ejemplo los de platino— se producen

principalmente las siguientes reacciones en el anodo:

2H0 = Og +4H™" +4de” (2.1)

2CI™ = Cly + 2¢~ (2.2)

mientras que en el ciatodo, solo sucede la siguiente reaccion:

2H,0 + 2¢~ = Hy + 20H~ (2.3)

También se considera que en la solucion ocurre la hidrolisis del agua, caracterizada por

la siguiente ecuacion:

H" +OH™ = Hy0 (2.4)



En cuanto al modo de transporte de las sustancias disueltas en las soluciones, se tendran
en cuenta tanto el efecto difusivo como el migratorio. La difusién es un proceso que ocurre
en toda solucién y consiste en la homogeneizacion de la concentracién del soluto. Uno de
los fenémenos difusivos més conocidos es el de la 6smosis. La migracion, en cambio, es un
proceso que ocurre debido al pasaje de corriente eléctrica en una solucion, la cual desplaza
las particulas cargadas por accién del campo eléctrico generado. Existen también otros
mecanismos que influyen en el transporte de los iones en solucién como ser la conveccion
pero no seran modelados en esta instancia del trabajo.

Debido a la complejidad del sistema, las siguientes simplificaciones adicionales a las
previamente mencionadas, son tenidas en cuenta con motivo de facilitar su implementacién
[50]:

v’ La solucién cercana al dnodo se encuentra saturada con respecto al oxigeno y al
cloro, a una presion efectiva de 1 atm, en equilibrio con respecto a la superficie del

electrodo de platino anddico.

v/ La cinética de los electrodos se basa en mecanismos de reaccién propuestos en la li-
teratura. Los pardametros cinéticos se obtienen a partir de mediciones experimentales

alli presentadas.

v/ No se tienen en cuenta efectos osméticos. En realidad, la electro6smosis puede ser
importante, ya que causa la pérdida de agua alrededor del dnodo. Sin embargo, el
efecto puede ser contrarrestado mediante el suministro periédico, en esa zona, de

solucién fisiolégica de cloruro de sodio.

De este modo, el modelo consistira en el andlisis de la concentracion de 4 especies
quimicas, a saber, ion hidrégeno (H™), oxidrilo (OH ™), sodio (Na™) y cloruro (C17),
afectadas por el potencial eléctrico aplicado ().

A continuacién se presentan las variables y las ecuaciones que componen el modelo de
la presente seccién. En todos los modelos realizados se trabajara utilizando las medidas

definidas en el Sistema Internacional de Unidades o SI.

La concentracién [mol m~3] de cada una de las especies se define como:
M;

donde M; [mol] representa la cantidad de moles de la especie i y V' [m?] el volumen.
Sumando el aporte al flujo realizado por la difusién y por la migracién, la concentracién

del flujo molar [mol m~2 s~!] de las especies sigue la ecuacion:

o
N; = —D;,VC; ——u;C;V®
~—— |zl
ﬂujo difusivo N——

flujo migratorio



donde D; [m? s71], z; v u; [m? V™! s71] son el coeficiente de difusién, el nimero de
carga y la movilidad iénica de la especie ¢ respectivamente.
La movilidad iénica y el coeficiente de difusién estan relacionados por la ecuacién de

Nernst-Einstein:

RT

i = T——="U; 2.

donde T es la temperatura absoluta, R la constante universal de los gases v F' la
constante de Faraday.

Ademds, se trabajard bajo la hipétesis de electroneutralidad:

4
> zCi=0 (2.6)
i=1
La sumatoria con los rangos para ¢ entre 1 y 4 representara, a lo largo de todo el
trabajo, que i se instanciard en H*, OH—, Cl~ y Na™.
2.1.1. Ecuaciones en el Dominio

El balance de masa para cada una de las especies se define como:

oC;
ot

- _V.N;+ R (2.7)
SN—— ~~~
flujo molar  reaccién

Desarrollando N;, se puede reescribir esta ecuacién como:

88? = V(D;VCi + -, CiV®) + R (2.8)

|i]

El flujo molar se refiere a la cantidad de materia que es transportada por los diferentes
efectos de transporte mientras que el término reactivo indica las reacciones homogéneas
que ocurren en la solucién. En este modelo solo se considerara como término reactivo el

equilibrio en la disociacién del agua, presentada en la ecuacién 2.4, a saber:

RH+ — ROH* — kw,bCHQO - kw,fCH‘FCOH*
Rle - RNG,+ - 0

donde ky,p, y Ky, son las constantes de velocidad de la reaccién del agua en direccién
hacia atrés (backward) y hacia adelante (forward), respectivamente.

Teniendo en cuenta que las ecuaciones a utilizar seran discretizadas para poder realizar
la simulacién (ver seccion 2.2. “Modelo computacional”), a continuacién se procederd a

despejar cada una de las variables del sistema.
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Extrayendo las constantes como factor comin y resolviendo el operador gradiente en

la ecuacion 2.8 se obtiene:
80@‘ aC,‘ 802' Zi 0P 0P
=DiV-\ 5,5+t 7wV | CigCig | + R
or ~ Y (ax ay>+rzz-r” ( o ay>+

A continuacién se resuelve el operador divergencia:

)

aC; 82C;  92C; (o022 0(Ci%E)
ot <6x2+8y2>+ B ( or oy ) TR

Por dltimo, aplicando la propiedad de la derivada del producto se obtienen, finalmente,

las ecuaciones para determinar la concentracién de H™, OH~ y Cl™:

ot~ i\ a2 T o

Z3 801 8(13 32(19 801 8‘13 62@

, 20, 20,
oC; D (8 Ci 801>_|_

527 (2.9)

Para calcular la concentracién de Nat se utiliza la hipétesis de electroneutralidad

expresada en la ecuacién 2.6:

Cnat+ = —Cx+ + Con- + Coy- (2.10)

Para calcular el potencial eléctrico ® [V], se considerard la Ley de Faraday:

4
I=F) N, (2.11)
=1

donde I [A m~2] es la densidad de corriente aplicada.

En conjunto con la ecuacién de conservacion de la carga eléctrica:
V- I=0
nos permite obtener la siguiente ecuacion:

4 4
\Y% (Z ‘Z,‘UZCIV‘I)> + \% (Z ZzDZVCZ> =0 (2.12)

i=1 i=1
Extrayendo las constantes como factor comun y resolviendo el operador gradiente se
obtiene:

4 4
od od oC; 0C;
ilwiV - | Ci—=—,Ci—— DV | ——, =
;\ZWV <Caxcay>+;z \% (83; 8y> 0
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Finalmente, resolviendo el operador divergencia y aplicando la propiedad de la derivada

del producto, se obtiene la ecuacién que sera utilizada para calcular ®:

i\zlu acaq> Ca?q>+aca<1>+ca2 N
e Yorr T oy ay oy

4
0°*C;  9°C;
> zD; <a R > =0 (2.13)

=1

Por tltimo, el campo eléctrico [V m~!] se obtiene mediante la siguiente ecuacién:
E=-Vo

2.1.2. Ecuaciones en los anodos

Se consideraran las ecuaciones estequiométricas 2.1 y 2.2.
El transporte de masa de las especies consideradas a lo largo de la superficie del &nodo
es inexistente o igual a la transferencia de carga.

En particular, para el caso de i=H™, Cl~ y j=1, 2 se tiene que:

Zi o Vi,jIj

D;(VC;-n) — \Zz\ w;Ci(VP - n) = nF (2.14)
mientras que para i=OH~, Na™:
— DZ(VCZ . n) — ‘Z—Z‘UZCZ(VQ . n) = (2.15)
Z

donde j=1 y j=2 representan a las reacciones correspondientes a la evolucién del
oxigeno (2.1) y del cloro (2.2) respectivamente, n es el vector normal unitario saliente, n;
es la cantidad de electrones transferidos en la reaccién electroquimica j, v; ; es el coeficiente
estequiométrico de la especie ¢ en la reaccién j e I; representa la densidad de corriente
parcial contribuida por la reaccién electroquimica j.

Utilizando la ecuacién de Butler-Volmer [64] se calcula la densidad de corriente parcial

I; correspondiente a la evolucién del oxigeno:

1

h= ey |-TO LD <p02) ;

2RT PAl

05 <(ng1) erp [W}} (2.16)
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y la densidad de corriente parcial Iy correspondiente a la evolucién del cloro:

0 eq
co, 2RT P 2RT

om0 ) eop [ EL 5 (zacb)%%p FELEY) e

I;q representa el intercambio de densidad de corriente en la reaccion electroquimica j en
el equilibrio. E;q es la diferencia de potencial entre las fases liquida y sélida en condiciones
de equilibrio y relativa al potencial estdndar del electrodo en la reaccién j. Py CZQ

representan la presiéon parcial y la concentracién inicial de la especie ¢, respectivamente.

P P, - .
El valor de Pg? y Pff se tomard igual a 1 para todas las especies.
Oy Cly

La densidad de corriente total en el 4nodo, I, es la suma de las densidades de corriente

parciales correspondientes a ambas reacciones electroquimicas:

I=LHL+ 1D (2.18)

Por 1ltimo, para calcular las concentraciones de H™, OH~, Na™ y CI~, el potencial
y el campo eléctrico en el anodo, resulta necesario resolver el sistema obtenido de las
ecuaciones 2.6, 2.14, 2.15 y 2.18.

2.1.3. Ecuaciones en los catodos

Se consideraré la ecuacién estequiométrica 2.3.

El transporte de masa a través de la superficie del catodo es nulo o igual a la carga

transferida.

En el caso del OH™ se tiene:

21—
— Doy~ (VCop-m) — —2M—up - Copy- (VO - n) (2.19)
lz0m-| n3F
y para i=H", Cl” y Na™:
— DQ(VCZ . n) — %ulcz(v¢ . n) =0 (2.20)

donde el subindice 3 representa a la reaccién 2.3 correspondiente a la evolucion del
agua. Ademas, al ser la tunica reaccién que ocurre en el citodo, la densidad de corriente

parcial equivale a la densidad de corriente total siendo I3 = I.

Por ultimo, para calcular las concentraciones del HY, OH~, Na™, Cl™ y el potencial
eléctrico en el catodo, resulta necesario resolver el sistema obtenido de las ecuaciones 2.6,
2.19 y 2.20.
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2.1.4. Condiciones de borde

En los limites de la malla, es decir, en los cuatro bordes de la misma, se considerara que
el gradiente normal a la superficie del plano de la concentracion de cada una de las especies

y del potencial eléctrico es igual a cero:

VC; n=V®.-n=0 (2.21)

2.1.5. Condiciones iniciales

Al momento de comenzar la simulacién, es decir, cuando t=0, se toma como hipdtesis
que ninguna de las especies presenta gradientes de concentracién por lo que la distribucion
serd homogénea en todos los puntos de la malla. El valor inicial de concentracién para el
cloruro y el sodio es de 160 mol/m3, valores cercanos a la concentracién existente en el

plasma y fluidos intersticiales [65]. El pH inicial fue establecido en 7 (neutro).

Se establece el valor inicial del potencial eléctrico en la superficie de cada uno de

los dnodos, ®Y, a partir de la ecuacién 2.18. Para el caso de los catodos, el valor inicial

a’
del potencial eléctrico, ®0, se obtiene de la ecuacién derivada de reemplazar el vector
de flujo migratorio en la Ley de Faraday (ecuacién 2.11) y la ausencia de gradiente de

concentracion:

V2 — 4V-I
=1

En los casos en que haya mas de un electrodo, se tomard, para todos ellos, el valor del

potencial obtenido entre el catodo y el dnodo mas préximos.

Para el resto de la malla, primero se asigna un valor inicial igual al promedio entre el
valor de los anodos y el de los catodos, y luego se aplica la ecuacion de Laplace en toda la

malla:

V20 =0

En los bordes de la malla se considera que el gradiente serd igual a cero:

V& - n=0

Por tltimo, el tamaiio de la malla utilizada serd de 25x25 mm? para todas las confi-

guraciones.
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2.1.6.

Para la realizacion de los experimentos se utilizaran las disposiciones de electrodos
propuestas por Bergues et al. [38]. En dicho trabajo se analiza la evolucién del potencial y
del campo eléctrico para 6 secciones cénicas distintas, a saber: un circulo, dos elipses, una
pardbola y dos hipérbolas. Debido a que las curvas quedan determinadas por el valor de
la excentricidad e y de la distancia entre el punto focal y la directriz m, solo se modifico el

primer parametro dejando el segundo constante. En la Tabla 2.1 se pueden apreciar los

parametros utilizados.

Tabla 2.1: Valores de la excentricidad (e) y de la distancia entre el punto focal y la directriz

Disposicion de los electrodos

‘ m (mm) ‘

’ Forma de la curva \ e
Circulo 0
Elipse 1 0,6
Elipse 2 0,45
Parabola 1
Hipérbola 1 2
Hipérbola 2 3

ENEEN RN BN BEN B

(m) para cada una de las 6 configuraciones.

Por razones de simetria, si se considera al punto central de la malla como el (0,0), la

ubicacién con respecto al centro de cada uno de los electrodos para cada configuracién,

queda expresada en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Ubicacién de los electrodos con respecto al centro de la malla para las 6 confi-

guraciones.

Anodos Catodos
Forma de la curva
X (mm) | y (mm) || x (mm) | y (mm)

5,0 0,0 -5,0 0,0

Circulo -2,5 4,33 2,5 -4,33
-2,5 -4,33 2.5 4,33

6,56 0,0 -6,56 0,0
Elipse 1 -2,75 4,77 2,75 -4.77
-2,75 -4.77 2,75 4,77

3,95 0,0 -3,95 0,0

Elipse 2 -1,81 3,14 1,81 -3,14
181 | 3,14 1,81 3,14

1,83 8,08 1,83 -8,08

Parabola -1,83 3,75 -1,83 -3,75
0,21 -6,53 0,21 6,53

-4.67 0,0 4,67 0,0

Hipérbola 1 5,5 5,5 -5,5 -5,
5,5 -5,5 -5.5 5,5

-2,63 0,0 2,63 0,0

Hipérbola 2 2,81 2,81 -2,81 -2,81
2,81 -2,81 -2,81 2,81
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2.2. Modelo computacional

Los sistemas de ecuaciones diferenciales planteados en la seccién anterior no poseen
métodos exactos de resolucion por lo que la estrategia serd valernos del andlisis numérico
para, a través de métodos iterativos, converger a una solucién aproximada.

Otro hecho importante para notar es que las incégnitas de nuestros sistemas de ecua-
ciones se tratan de variables continuas, cuyo soporte es denso, en particular R, mientras
que las simulaciones computacionales solo pueden trabajar con una cantidad finita de ele-
mentos. Por lo tanto, se debe discretizar tanto el espacio como el tiempo. Para lo primero
se trabajard con una malla uniforme, bidimensional y equiespaciada. Para referirnos a
un nodo particular de la malla se utilizaran los subindices ¢, j, donde ¢ y j son nimeros
enteros que toman valores en el rango [0, i3] y [0, jj] respectivamente, con ii y jj valores
fijos. La distancia entre 2 nodos contiguos de la malla en cualquiera de las 2 dimensiones
serd notado como h. Para la discretizacién del tiempo se trabajard con un At que serd el
incremento del tiempo de un instante al siguiente.

Para la resolucién de los sistemas de ecuaciones se utilizard diferencias finitas y un
método iterativo SOR con parametro de ponderacion temporal igual a 1, por lo que no se

requirié subrrelajar ni sobrerrelajar.

2.2.1. Discretizacién de la ecuacion de transporte

Para la aproximacién de las derivadas de primer orden, se utilizan los siguientes es-

quemas de discretizacién [66]:

oC Cij —Ci—q j

— = h

ox i h +0()

oC Ciy1,; — Ci—1

— o h

ox i 2h +0(n)

oc ~ —11C;; +18C5 41,5 — 9Ci42,; + 2Ci4 3 +omd)
ox i 6h

oC 1101']' —18C;_1 5+ 90,'_2]‘ — 201'_33' 3
- & : : : : O(h
ox i 6h +O(h)

Para la aproximacién de las derivadas de segundo orden, se discretizd del siguiente
modo [66]:

ocC ocC Citq —C 5 C: i—Ci 1 5
. . . . i+1, i, i, i—1,
0*C - ox z—i—%,g ox 7,—%,] O(hz) - ?l L — ) 7 ! Ci+1,j - 202',]' + Ci—l,j

ox? |, h h h?
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En el caso dy y Oy? se procede de manera ansloga pero desplazandose utilizando el
subindice j en vez de 1.
Para discretizar el operador diferencial temporal de la ecuacién 2.7 de balance de masa

se utiliza el método de Euler:

oc| G-y
ot |; j At

donde n es el paso temporal.

Para resolver dicha ecuacion y hallar el valor de C’Z;rl se pueden utilizar 3 métodos
diferentes: explicito, implicito y de Crank-Nicolson. Dadas las caracteristicas del problema
y que es numéricamente mas estable y su complejidad temporal menor que en el caso de
los métodos mixtos, se decidié utilizar un método implicito.

Asi, para poder obtener el valor de C{L;rl es necesario resolver un sistema de ecuaciones
algebraicas. Para ello se utiliza un método iterativo, es decir, que para obtener la solucién
en el paso temporal n + 1 a partir de la solucion en el paso temporal n, se deben realizar
varias iteraciones internas hasta converger a un valor que se considere aceptable en relacion
con el error numérico establecido.

Se utilizard C;' ;rl’mﬂ
interna respectivamente. Para simplificar la lectura, en los casos en que el paso temporal

donde n 4+ 1 y m + 1 son los indices temporal y de iteracién

sea el n+ 1, se escribira directamente C’Z-mjﬂ, obviando el siper indice temporal n+ 1. Por

lo tanto, si discretizamos la ecuacién 2.9, queda:

1717]’ ’L’jfl
At

Gt -G _ ( Py + O — 20057 | Ol + G - 2C%+1>
- P2 P2

1 1 1
2 (g = O PPy — O | (B = 200 + @1
|2| 2h 2h & h?
1 1 1
i (CZ}H - C:@jtl) (@ZEH - q)%tl) i Cm+1 ('I)leﬂ - 2(1)?,1]' + (P?:thﬂ
2h 2h & h?

donde, para el caso de HT y OH ~:

m+1 m—+1 m
Rz‘,j = kuwpCH0 — kwfoHJr,i,jCOH_»iJ

y para el caso de Cl™:
+1 _
RZ"J =0
Se supone que la concentracion del HoO permanecera constante en toda la malla a lo
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largo de toda la simulacién por lo que no resulta necesario referirse al (i, j)-ésimo elemento
de H50.

De este modo, se pudo obtener una forma de calcular la concentracion en cada punto
de la malla para H, OH~ y Cl~. Vale recordar que la concentracién del Na™ se obtiene

de las otras especies, considerando la hipétesis de electroneutralidad (ecuacién 2.6):
CNatij = —Chtij+ Con—ij+ Cor-i

2.2.2. Discretizacion de la ecuacion del potencial eléctrico

Andlogamente a como se procedié en la seccién anterior, se hallara una expresién para

obtener @Zgﬂ partiendo de la ecuacién 2.13, la cual serd discretizada del siguiente modo:

- oppl) (@, - er)

1 1
it~ Pil1y — 207 + o)

m
mi1 (i1

: (Ct, 1 1
1 ,],S 1— 7.]78 ) 1— 7.]
; [2sfus ( 2h 2h i h2
+1 +1 +1 +1
(Clj1,s — Ciglne) (B — ®3505) L oml (P41 — 2055 + 5T
2 2 08 h2

Cm—i—l o 2Cm+1 m + Cm—i—l _ 2Cm+1
h2 h2 =0

4 m1 1
i+1,7,8 i—1,7,s 1,7, 1,7+1,5 i,j—1,8 ,7,8
+ E ZSDS J J + J J
s=1

donde el indice “s” de las sumatorias con rango entre 1 y 4 representa a cada una de

las especies quimicas (HT, OH~, Na™ y CI7).

2.2.3. Discretizacién de las ecuaciones en los anodos

Considerando las ecuaciones 2.14 y 2.15, si se toma como vector normal unitario saliente
n = (1,0), se obtiene:
80 z 8@ . l/m'k

D 20 =
0 ]z\u or  n;F

donde k = 0 para OH~, Na© y k = Iy, I, para H", Cl~ respectivamente.

Teniendo en cuenta que g—f = —F,, donde FE, es la componente en el eje x del campo

eléctrico, se discretiza la ecuacién anterior de la siguiente manera:

6h |z n;F

donde C, es el nodo en el que estd ubicado el dnodo y Cyq; con i € N equivale a
desplazarse 7 nodos en el eje z. El eje y no es tenido en consideracion en los cédlculos

debido a la eleccion de la normal saliente.
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Por electroneutralidad se tiene que:

CH+ - COH— - CCZ— +CNa+ =0

Y de la ecuacién 2.18 se sabe que:

I=5L+1

Las incdgnitas de este sistema de ecuaciones son C, para cada especie, ® y F,.

Debido a que se trata de un sistema no lineal, el mismo es aproximado mediante el
método de Newton utilizando las rutinas Multidimensional Root-Finding Routines de la
biblioteca GNU Scientific Library (GSL).

2.2.4. Discretizacién de las ecuaciones en los catodos

Andlogamente al apartado anterior, considerando las ecuaciones 2.19 y 2.20, y tomando
como vector normal unitario entrante n = (1,0), se obtiene:
2 0wk
0 |z|  0x  nyF
donde k =0 para H", Na™ y Cl™, y k = I para OH .

Reemplazando g—f por —F,, se discretiza la ecuacion anterior de la siguiente manera:

11C. — 18C._1 + 9C._o5 — 2C._3 z Vijk‘
-D —uC.E, = —
6h * |z|u P

donde C. es el nodo en el que estd ubicado el cdtodo y C.—; con i € N equivale a
desplazarse ¢ nodos en el eje x.

Junto con la hipétesis de electroneutralidad, las incégnitas de este sistema de ecuacio-
nes son C, para cada especie y F,. Como en el caso anterior, debido a la no linealidad del
sistema se utilizaran las rutinas Multidimensional Root-Finding Routines de la GSL para

realizar los cdlculos.
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2.2.5. Discretizacién de las condiciones de borde

Partiendo de la ecuacién 2.21, que considera que el gradiente normal a la superficie del
plano de la concentracion es nulo, la discretizacion en cada uno de los 4 bordes queda de

la siguiente manera:

Ci1s —Cio,s ®;1— Do
3 9 9 k — 0 3 3 e 0
h h
Cijis = Cigi-1s _ Ciji — Ligi-1 _
h - h -
Cijs — Cojs P15 — Do,
J Y J Y — O 9, 9, — O
h h
Ciijs — Ciim1,,s Piij — Pii—1,
1J 7 2J — 0 9, 2, — 0
h h

“ kY

donde el subindice representa a cada una de las 4 especies quimicas. Para los nodos

ubicados en las esquinas de la malla se toma el promedio entre los 2 nodos vecinos.

2.2.6. Criterios de convergencia

Al utilizar, en la solucién numérica, un método de diferencias finitas implicito, es
necesario realizar iteraciones internas entre dos pasos de tiempo consecutivos. Asi, para

cada paso interno de iteraciéon m se chequea la siguiente condicién de convergencia:

max{‘u%m— e 1’}<5-10_7 donde u=H",OH~

maac{‘un’m— e 1‘}<5'1076 donde u = CI~, Na™

2y

maw{‘@"m—q)"m 1 } <5.107°

donde i € [0,4i],j € [0, jj]. Las magnitudes de error para las distintas incégnitas fueron
elegidas teniendo en cuenta los valores méximos alcanzados a lo largo de las simulaciones.

Cumplidas estas condiciones, se avanza al siguiente paso temporal.

Si el programa no converge después de las 20.000 iteraciones, la ejecucién del mis-
mo es interrumpida. Las ejecuciones realizadas para el presente trabajo en ningtin caso

sobrepasaron dicha cantidad de iteraciones.
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2.2.7. Corridas y parametros

El modelo computacional fue escrito en C++ y el mismo se adjunta en el presente
trabajo. Las ejecuciones se realizaron en un equipo con un procesador Interl(R) Core(TM)
i7, bajo el sistema operativo Linux Ubuntu. Los pardametros utilizados para las corridas
se encuentran detallados en la tabla Tabla 2.3. Para todas las ejecuciones se utiliz6 una
malla uniforme, bidimensional y equiespaciada de 250x250 nodos. La distancia entre cada
nodo fue de h =1-10"* m y el At =5-10"* s. La densidad de corriente aplicada fue de
400 A/m?.

’ Parametro Valor Ref. H Parametro Valor Ref. ‘
Y. 107" M m™3 [65] Cor 107* M m™3 [65]
Yt 160 M m~3 [65] Co- 160 M m~3 [65]
Ch,o 55500 M m~3 [67] T 298 K
Dy+ 9,31-107? m? s7! [68] Dop- 5,26-107% m? s~!  [68]
Dot 1,33-1079 m? 57! [68] D¢y~ 2,03-107% m? s~ [68]
I 1-1076 A m~2 [69] L1 10 A m~2 [70]
B 0,816 V [68] B 1,407 V [68]
K, f 1,5-103 m® M~ s7t  [67] Kb 2,7-107° 71 [67]

Tabla 2.3: Parametros utilizados por el modelo in silico.
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2.3. Resultados y discusion

Los resultados de la presente seccién corresponden a la simulaciéon de una terapia EA
para las 6 configuraciones de electrodos presentadas en la seccion 2.1.6. “Disposicion de los
electrodos”. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamafio de la malla
de 25x25 mm?.

En la Figura 2.1 se observa la distribuciéon del potencial eléctrico para las distintas
configuraciones de electrodos a igual escala de voltaje luego de 180 segundos de simulacién.
En la misma se representan las isolineas que determinan valores iguales de potencial para
lineas de igual color. En todos los casos se observa una buena correspondencia cualitativa
con lo descripto por Bergues et al. [38]. Por otro lado, si bien la diferencia de potencial
inicial aplicada entre dnodos y catodos fue la misma que la indicada en el trabajo de
Bergues et al., en nuestro caso se observa una menor diferencia de potencial al finalizar la
terapia que puede ser atribuido al efecto que produce el cambio de concentracién de las
especies consideradas dentro de la malla (ver Figura 2.6). Este cambio en la concentracién
de las especies, principalmente la generacién de iones H™ y OH ~, produce una disminucién
en la resistencia del medio en el transcurso del tiempo y, debido a que la corriente aplicada
es constante, el voltaje también se ve disminuido. Este fendmeno es explicado por la Ley
de Ohm: V = I x R. En la Figura 2.2 se muestran las isolineas de la intensidad del campo
eléctrico para cada una de las configuraciones de electrodos a igual escala de voltaje luego
de 180 segundos de simulacién con una corriente de 400 A/m?. La misma fue obtenida a
partir de las componentes del campo eléctrico, calculadas durante la simulacién, aplicando
el operador norma vectorial en cada nodo de la malla. Al igual que en la figura anterior,
los valores maximos del campo se obtienen donde se ubican los A&nodos mientras que en los
catodos la intensidad es menor. Se observa una fuerte relacion con los graficos respectivos
del trabajo realizado por Bergues et al. [38], cuyos resultados se reproducen en la Figura
2.3, tanto en la forma de la distribucién del campo como en la escala de valores obtenidos:
entre 0 y 0.4 V/mm.
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Figura 2.1: Distribucién de las isolineas del potencial eléctrico para las 6 configuraciones de
electrodos, 3 anodos y 3 catodos dispuestos segtn la Tabla 2.2, luego de 180 segundos de simulacién
para una terapia EA. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamaifio de la malla
espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte central de la malla. Los
puntos en donde se alcanza el mayor potencial coinciden con la ubicacién de los anodos mientras
que aquellos en donde se alcanza el menor potencial coinciden con la ubicacién de los catodos.
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Figura 2.2: Distribucién de las isolineas de la instensidad del campo eléctrico para las 6 configura-
ciones de electrodos, 3 4nodos y 3 catodos dispuestos segin la Tabla 2.2, luego de 180 segundos de
simulacién para una terapia EA. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamaiio
de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte central de la
malla. Los puntos de aglomeracion de mayor intensidad coinciden con la ubicacién de los anodos
mientras que los de menor intensidad coinciden con la ubicacién de los catodos.
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Figura 2.3: Resultado analitico de la distribucién de la intensidad del campo eléctrico para:
a) circulo, b) elipse, ¢) pardbola e d) hipérbola. Imagen extraida de “Analytical and numerical
solutions of the potential and electric field generated by different electrode arrays in a tumor tissue
under electrotherapy” [38].

En las Figuras 2.4, 2.5 y 2.6 se considera una de las 6 configuraciones, la circular, y
se analizan los nuevos aspectos introducidos por el modelo bidimensional para EA pre-
sentado en este capitulo: pH y concentracién de las 4 especies quimicas modeladas. Estas
caracteristicas no fueron consideradas por el modelo de Bergues et al. [38].

En la Figura 2.4 se observa la evoluciéon temporal de los frentes de pH en conjunto
con las lineas direccionales normalizadas del campo eléctrico para distintos instantes de
tiempo, desde el comienzo hasta el final de la terapia (180 segundos). En los dnodos se
observa la generacion de los frentes dcidos mientras que en los catodos se observa el origen
de los frentes bdsicos, como bien senala la literatura [51,55]. Ademads, es preciso notar que
los valores maximos y minimos de pH obtenidos a través de la simulacién son similares a
las predicciones en 1D realizadas en Turjanski et al. [55]. Por dltimo, resulta importante
observar que una vez que los frentes chocan, se mantiene la posicion de choque, como

ocurre en la experimentacion in vitro e in vivo.
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Figura 2.4: Prediccién de la evolucién temporal de los frentes de pH y de la distribucién del campo
eléctrico a través del tiempo para una terapia EA con una distribucién circular de 6 electrodos, 3
anodos y 3 catodos dispuestos alternadamente con radio de 5 mm. La densidad de corriente aplicada
fue de 400 A/m? y el tamafio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se
oberva solo la parte central de la malla. Los puntos de mayor pH coinciden con la ubicacién de los
catodos mientras que los de menor pH coinciden con la ubicacién de los dnodos.
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Figura 2.5: Prediccién de la distribucién espacial de las concentraciones de CI~ y Nat para
una terapia EA con una distribucién circular de 6 electrodos, 3 dnodos y 3 catodos dispuestos
alternadamente con radio de 5 mm. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el
tamafio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En ambas figuras se oberva solo la parte
central de la malla. Los puntos donde se alcanza la maxima concentraciéon de NaT coinciden con la
ubicacién de los cdtodos mientras que donde se alcanza la minima concentracién de Nat coincide
con la ubicacién de los dnodos.
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En la Figura 2.5 se muestra la prediccién de la distribucion espacial de la concentracion
molar para Na™ y CI~ luego de 180 segundos de aplicada la terapia. Inicialmente en un
valor constante, la concentracion de cada una de las especies modeladas fue evolucionando
a lo largo de la terapia debido al efecto del campo eléctrico y del movimiento idnico.

En la Figura 2.6 se aprecia un corte unidimensional de la concentracién de las 4 especies
tomado entre uno de los 3 pares dnodo-cadtodo més distantes. En este grafico se puede
apreciar de manera clara la similitud existente con los perfiles obtenidos en Turjanski et
al. [55]. Los protones (H*) son producidos en la reaccién electroquimica 2.1 en el dnodo.
Luego, fluyen hacia el cdtodo por vias migratorias y difusivas. Los cloruros (C1™) son
consumidos en la reaccién electroquimica 2.2 en el 4&nodo y al mismo tiempo fluyen hacia
alli atraidos por fuerzas eléctricas de signo contrario a la vez que se desplazan desde el
cédtodo debido a la repulsién por su carga negativa. Los oxidrilos (OH ™) se producen en
la reaccion electroquimica 2.3 en el catodo y fluyen por vias migratorias y difusivas hacia
el 4nodo. Por tltimo, los sodios (Na™) fluyen hacia el cdtodo basicamente por el hecho de
que debe mantenerse la condicién de electroneutralidad y por ser de signo contrario. Con
respecto al H' se observa una menor produccién de iones en el dnodo que lo referido en
Turjanski et al. puesto que los cloruros no llegan a consumirse por completo. Esto se debe
a la cantidad de energia aplicada. Si la corriente es mayor, se consumen todos los iones

Cl~ y se comienza a producir mas H+ (no se muestra es los resultados).

——~H
—OH

Ma
— =

%
T

100 —

Concentracion {molfm

mm

Figura 2.6: Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de Cl~, Na™, OH~
y H™ para una terapia EA con una distribucién circular de 6 electrodos, 3 d4nodos y 3 cdtodos
dispuestos alternadamente con radio de 5 mm. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A /m?
y el tamafio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. El corte fue tomado por la linea que
atraviesa un catodo y un anodo ubicados de manera enfrentada, es decir, por el par &nodo-catodo
que maximiza la distancia entre ambos (es equivalente para cualquiera de las 3 elecciones posibles
de pares dnodo-cétodo). El cdtodo se encuentra ubicado a 7.5 mm del comienzo de la malla mientras
que el dnodo se encuentra a los 17.5 mm.
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En la Figura 2.7 se muestra el porcentaje de ablacion, con respecto a la malla de
25%25 mm? utilizada, de la terapia en funcién del tiempo para cada una de las 6 dis-
tribuciones de electrodos. Los umbrales considerados como pH extremo, y que por ende
producen la ablacién del tejido, fueron 5.5 para el caso del dcido y 8.5 para el del bésico.
En todas las configuraciones se observa un rapido crecimiento inicial que luego se ve dis-
minuido a medida que los frentes dcidos y basicos chocan y comienzan a competir entre si.
También se aprecia una mayor cobertura de tejido necrosado para aquellas configuraciones
en donde la separacién entre los electrodos es mayor ya que los frentes tienen que cubrir
mas superficie hasta colisionar.

Por 1ltimo, con respecto a los tiempos de simulacion, cada minuto simulado tomé apro-
ximadamente 2 horas, independientemente de la configuracién de electrodos, para la malla
utilizada de 62500 nodos (250x250). La convergencia de un paso temporal al siguiente
ocurre en pocas iteraciones —entre 2 y 3 iteraciones internas por cada paso temporal— luego

de estabilizarse en los primeros pasos.
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Figura 2.7: Comparacién de la prediccién del area de ablacién entre las 6 configuraciones de
electrodos, 3 d&nodos y 3 catodos dispuestos segun la Tabla 2.2, luego de 180 segundos de simulacién
para una terapia EA. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamafio de la malla
espacial simulada de 25x25 mm?. Se consideré que un rango de pH inferior a 5.5 y mayor a 8.5
produce la ablacion del tejido expuesto a dicho pH extremo. El porcentaje de ablacion fue calculado

con respecto al drea total de la malla: 625 mm?.
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2.4. Conclusiones

En el presente capitulo se propuso una extensién a 2D del modelo de EA presentado
en Turjanski et al. [55] y se estudid la evolucién de la terapia simulada para las distintas
configuraciones de electrodos propuestas por Bergues et al. [38]. Las predicciones tedricas
realizadas por este nuevo modelo 2D muestran una muy buena relacién cualitativa y
cuantitativa con los trabajos tomados de base.

En este sentido, el modelo in silico predice la evolucién del potencial eléctrico, y por
consiguiente del campo eléctrico, a nivel cualitativo del mismo modo que el trabajo rea-
lizado por Bergues et al. La disminuciéon observada respecto a los valores del potencial
eléctrico al finalizar la simulacién puede ser atribuida a que, al considerarse las reacciones
electroquimicas, se produce un cambio en la resistencia del tejido debido a la produccion
de H" y OH~ que impacta en la diferencia de potencial ya que la terapia ocurre a co-
rriente constante. De todos modos, tanto la forma del potencial como del campo no se
ven alteradas en ninguna de las 6 configuraciones asemejandose a lo expuesto en Bergues
et al. Esta etapa del andlisis fue de suma importancia ya que se pudo poner a prueba
una de las facetas del modelo en relacién al trabajo cientifico publicado por uno de los
grupos del area. Por otra parte, cabe aclarar la complejidad que reviste el modelo in silico
presentado en este capitulo puesto que las variables consideradas son dependientes entre
st: ®, HY, OH~, Na™ y Cl~, mientras que Bergues et al. trabajaron solamente con el
campo eléctrico. Este nivel de complejidad permite ampliar el estudio a los efectos que
tienen sobre el tejido los frentes de pH extremo generados por los electrodos y la evolucion
de las especies durante la terapia para distintos valores de corriente para configuraciones
arbitrarias de electrodos.

En este sentido, el otro aspecto del modelo a considerar fue la evolucion de los frentes
de pH y de la concentracién de las especies quimicas. Aqui también se observa una muy
buena relacion cualitativa y cuantitativa con el trabajo presentado por Turjanski et al.,
en el cual no solo se presenté un modelo in silico unidimensional sino que también se lo
contrasté con experimentacién in vitro. Esto tiene implicancias clinicas importantes dado
que la exposicién a valores de pH extremo es un factor esencial para la destruccién de los
tejidos en la EA. Por lo tanto, el seguimiento de los frentes de pH se puede utilizar para
predecir la magnitud de la destruccién del tumor y, asi, la evaluacion de la eficacia de la
EA.
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Habiendo contrastado el modelo aqui presentado con diversos trabajos cientificos an-

teriores, se concluye que:

¢/ El modelo bidimensional para EA presentado supone un avance significativo en el
estudio de las electroterapias ya que, hasta el momento, no habian sido propuestos
modelos de esta complejidad. Una de las caracteristicas mas importantes introduci-
das por este modelo es que, a diferencia de los modelos previos [51,53,55], permite
disponer una cantidad arbitraria de electrodos sobre cualquier punto del tejido. De
este modo, no solo se espera que resulte en un aporte a la comprensién de los pro-
cesos subyacentes en la EA sino que sirva a nivel preclinico para analizar distintas

propuestas de distribuciones de electrodos previo a la aplicacién de la terapia.

¢/ Del anslisis de las distintas distribuciones de electrodos propuestas y el porcentaje
de tejido necrosado que se alcanzoé en cada uno de los casos, se evidencia que el area
final de ablaciéon no depende de la geometria en la que se dispongan los electrodos
sino de la mayor distancia de separacion entre ellos, lo cual maximiza el area de tejido
cubierta por los frentes de pH extremo previo a colisionar entre si. Este resultado es
sumamente significativo ya que permite, para cada caso particular, realizar simula-
ciones para distintas propuestas de distribuciones de electrodos buscando optimizar
la cobertura de tejido necrosado en funcién de la separacién de los electrodos y no

en funcién de la regularidad de su disposicién.
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Capitulo 3

Modelo en 2D con factor de

permeabilizaciéon para EA

En el capitulo anterior se presenté un modelo computacional para la simulacion de la
EA. El modelo resuelve las ecuaciones de Nernst-Planck para el transporte de iones, bajo
condiciones de electroneutralidad, en un dominio bidimensional utilizando el método de
diferencias finitas en una malla uniforme y equiespaciada. Ademds, se realizé un estudio
para distintas distribuciones de electrodos en el que se estimé para cada una de ellas la
distribucién del potencial y del campo eléctrico, el avance de los frentes de pH, el porcentaje
de tejido necrosado a lo largo de la terapia, entre otros aspectos de interés.

A pesar de la buena concordancia obtenida respecto a trabajos cientificos previos,
el modelo no permitia observar de manera directa el area permeabilizada. El factor de
permeabilizacion up de la membrana celular es la facilidad con que las moléculas pueden
atraversarla y depende principalmente de la carga eléctrica y, en menor medida, del tamano
de la molécula. Resulta de sumo interés comprender el cambio en la permeabilizaciéon del

tejido por los siguientes motivos:

W Algunos autores han sugerido que la necrosis del tejido en la EA se debe al cambio

en la permeabilizacién en lugar de a los valores de pH extremo generados [21,71].

- Juega un papel central en las terapias que utilizan la ET puesto que es por los
poros abiertos en la membrana celular por donde atravesara la mayor parte de droga

antitumoral.

- Incorporar este nuevo fenémeno probara la robustez del modelo que se extenderd.
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Debido a las caracteristicas particulares de la EA y la ECT se ha mostrado que se
puede aproximar la permeabilizacién en funcién del coeficiente de difusién [72]. De este
modo, la variacién en el coeficiente difusivo implica un cambio en el drea permeabilizada.
Nos proponemos entonces, analizar como varia la permeabilizacién del tejido a lo largo de
la terapia.

Para ello, el nuevo modelo in silico extendera el del capitulo anterior introduciendo
nuevas ecuaciones que permitan simular el cambio en el coeficiente de difusién de las
especies, lo que supone un cambio en la permeabilizaciéon de la membrana celular. Los
resultados obtenidos seran comparados con los del modelo precedente a la vez que se
cotejardn con un modelo in vitro de yema de huevo debido a que sus caracteristicas son

similares a las de un tejido real [73].

3.1. Modelo fisico-matematico

En el modelo in silico presentado en el capitulo anterior se podia apreciar tanto el
avance de los frentes de pH como la concentracion de las 4 especies quimicas consideradas
y la evolucién del potencial y el campo eléctrico. Sin embargo, no permitia observar el
area de tejido que habia sido permeabilizada durante la terapia.

Para poder incluir esta nueva caracteristica al modelo se debe primero comprender
como se relaciona la permeabilizacién con los pardametros ya modelados. De aqui en ade-
lante entenderemos a la permeabilizacién como un coeficiente P que indica, para cada
punto del tejido, el grado de permeabilizacién que posee. Debido a que estamos traba-
jando con moléculas muy pequenas y poros de gran tamafio, es posible aproximar P al
coeficiente de difusién D [72]:

P=D (3.1)

De este modo, el cambio de P denota cudl es el grado de permeabilizacion del teji-
do tratado. Sin embargo, en el modelo anterior trabajamos con coeficientes constantes
por lo que no se podia observar el drea permeabilizada. Por lo tanto, resulta necesario
comprender como se deberia alterar P en cada instante de tiempo para cada punto de la
malla. En resultados experimentales para campos de baja intensidad atin no publicados '
se observo que, debido a la poca influencia del campo eléctrico aplicado, el pH es el factor

predominante en la variacién del factor de permeabilizacion pp:

1
+ 6(pH*574)/075

pp =001+ - (3.2)

!Datos aportados por el Laboratorio de Sistemas Complejos (LSC) de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la UBA.
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Esta ecuacion nos muestra claramente que a valores de pH maés acidos el factor de per-
meabilizacién es cercano a 1 (maxima permeabilizacién) mientras que cuanto mas bésico
es el pH, pp se vuelve casi nulo (no se permeabiliza), como muestra la Figura 3.1.

Teniendo en cuenta las ecuaciones 3.1 y 3.2, se obtiene que el valor del coeficiente de

permeabilizacion P para cada instante de tiempo y para cada una de las especies es

P = Pefectivo + pp * Pz

donde Pefectivo €s el valor del coeficiente de permeabilizacién a pH neutro y P4, es
la diferencia entre el valor del coeficiente de permeabilizacién en solucién acuosa y a pH
neutro. Para cada una de las especies, P,,,, determina la maxima variabilidad posible
del coeficiente de permeabilizacion, siendo P, fectivo €l valor minimo. Los valores de P en
solucién acuosa son los mismos que los valores de D referenciados en Tabla 2.3. El valor

de Ppfectivo S puede obtener multiplicando el valor de P en solucién acuosa por 0.83.

Factor de Permeabilizacion
o
o
T
|

pH

Figura 3.1: Relacién entre el pH y el factor de permeabilizacién del tejido segin la ecuacion 3.2,
inferida a partir del andlisis de datos experimentales (no se muestran en la figura).
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La incorporacién de la variabilidad del coeficiente de permeabilizacion al sistema de
ecuaciones descripto en el capitulo anterior, determina que aquellas ecuaciones en donde
P esté alcanzado por un diferencial deban ser rediscretizadas. Esto se debe a que, como
P varia de un punto de la malla a otro, ya no puede ser sacado como factor comun en la
discretizacién de los diferenciales [74]. Lo mismo ocurre con la movilidad iénica u;, cuyo
valor se calcula en funcién de P segun la ecuacion de Nernst-Einstein 2.5. Las ecuaciones
que se ven afectadas son las de transporte 2.8 y la correspondiente al cdlculo del potencial
eléctrico 2.12. Teniendo esto en cuenta, se procederd a despejar cada una de las variables
del sistema que serén discretizadas para realizar la simulacién (ver seccion 3.2. “Modelo
computacional”).

Extrayendo las constantes como factor comun y resolviendo el operador gradiente en

la ecuacion 2.8 se obtiene:
aCi 8Ci 6Ci Zi 0P 0P
=V(P—o— P~ )+ — iCiguiCim— | + R
ot V( o ay)*\znv(u oz ay)*

A continuacién se resuelve el operador divergencia:

N Ox oy

aC; oC;
- = + + — + + R;
ot ox Ay |zi]

Aplicando la propiedad de la derivada del producto se tiene que:

00 _ORIC, 0 0ROC 0
ot  Ox Ox L 0x? oy 0Oy " Oy?
Z (8(%01) oo 62(1) 8(U¢CZ) oo 82@) + R

T 5 TuCis— - TuCi5—
ZI\ "0z or  “Ya T oy oy Ty

Se aplica nuevamente la propiedad de la derivada del producto para obtener:

ot oz 0z oz oy oy o

Z5 8ul 80, 8(13’ 82@ 8’LL1 801 8‘1) 82‘13
@ |:<Czal‘ + Uzax> 871‘ + u,C’ZW + (Clay + Uzay> aiy + U1C18y2:| -+ Rz

aC; 9P aC;  9C; 9P AC; | C;
- P
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Finalmente, se agrupan algunos términos para facilitar luego la discretizacién de las

ecuaciones para determinar la concentracién de H+, OH~ y Cl™:

. D 9C o 20, 2
oCi _0P,0C; 0P 0C; ., <8 ¢ 0 Cz>+ (3.3)

ot oz 0z oy oy 522 o2

Z5 8’&1 OC 8(1) aul BC’Z 6(13 82(1) 82

Al igual que en el capitulo anterior, para calcular la concentracién de Na™ se utiliza

la hipétesis de electroneutralidad expresada en la ecuacion 2.10.
Para calcular el potencial eléctrico se parte de la ecuacién 2.12 extrayendo las cons-

tantes como factor comun y resolviendo el operador gradiente:

4 4

oe oe ac; aC;\
Z |2 |V <uiCiax,uiCl-ay> + Zziv <Pi8x’Pzay> —0

i=1 i=1
Resolviendo el operador divergencia y aplicando la propiedad de la derivada del pro-

ducto se obtiene:

4
) 8(uzCl) 8(13 ) ‘82(19 8(UZCZ) 8(13 ) ‘82(13
;P&’ ( o %—l-uZCZW-i- 8y 8fy+uZCZaiy2 +

24:2 0P 0C; | [, &°C; | OPOC: | ,0°Ci\ _ |
— "\ 0z Oz L Ox? oy 0Oy Yoy )

Aplicando nuevamente la propiedad de la derivada del producto y agrupando algunos

términos, se obtiene la ecuacién que serd utilizada para calcular ®:

Z\z\ 81” 0 JC) 08 (0w OGN 00 o (00 OON]
! Yor ) or " Oy "oy ) Oy 0x2  Oy?

4
oF; 0C;  0P; 0C; 0%C;  0°C;
Zzi [83} ox + dy Oy Fi < or?  Oy? ﬂ =0 (34)

1=
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3.2. Modelo computacional

Para la discretizacion de las ecuaciones de este nuevo modelo se utilizara la misma

metodologia y notaciéon que la descripta en el capitulo anterior.

3.2.1. Discretizacién de la ecuacién de transporte

A continuacién se despeja la variable de la concentracién para el caso del H™ teniendo
en cuenta la nueva discretizacion de la ecuacién 3.3. Para el resto de las especies es andlogo,

utilizando el término reactivo apropiado:

+1 +1 +1 +1 +1
CZWJL -G _ (Pﬁl,j - PiTl,j) ( g~ inil,j) (PZE'H - Pir,);—l) ( il 01‘73—1)

At - 2h 2h 2h 2h
1 1 1 1
< Ty + O - 200 L Gn Ciity — 207" )

+

m

i T

h? h?

+1 +1 +1
cmtl (uﬁl,j - “?11,3‘) n um'ﬂ( 1~ C;El,j) (‘I’ﬁl,j - (I)?il,j)
b 2h hJ 2h 2h

z

_|_

2|

+1 +1 +1
<CZZ+1 (UZ;H - u%’q) n um-*l( Z',nj+1 - Cf;ﬂ) ((I)ZB'H - @?371)4_

2h Y 2h 2h

+1 +1 +1 +1
AL 1 <(‘b§11,j — 20 FOTy) (P T 20+ @;jjl)>]

Wij iy 72 52

m+1,m—+1
+kwCrHy0 — kwai’j Cz‘,j,OH*

3.2.2. Discretizacién de la ecuacién del potencial eléctrico

Andlogamente, se procedera a hallar una expresién para obtener <I>lmj+1 partiendo de
la ecuacion 3.4:
4 m m+1 m m—+1 m m+1
Sl | (e (i1 = Wo0gs) | mit (Cltrgs = Citigs) | (P, — ®iny)
S 1,3,8 2h 1,3,8 2h 2h
s=1
m m~+1 m m+1 m m~+1
1 (Uit = Uis1s) Ml (Cl1,s = Cilns) | (40 — ‘I’m‘—l)+
i,5,8 2h 1,5,8 2h 2h
m—+1 ~ym—+1
ivj7s i,j,S m m+1 m m+1 m+1
g ( Qi R R + 00 — 4y ) +
4 m m—+1 m m—+1 m m—+1 m m—+1
Z . (‘Pi—i-l,j,s - Pz‘—l,j,s) ( i+1,5,s Ci—l,j,s) n (‘Pi7j+1,s - ‘Pi,j—l,s) ( i,j+1ls Ci,j—l,s)+
s 2h 2h 2h 2h
s=1
m—+1
1,5,8 m m—+1 m m—+1 m+1 _
12 ( i+1,5,8 + Cifl,j,s + 1,5+1,8 + Ci,j*l,s - 4Ci,j,s ) =0
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3.2.3. Corridas y parametros

Las condiciones iniciales para la realizacién de los experimentos fueron las mismas que
las presentadas en la seccién 2.2.7. “Corridas y parametros”.

Ademaés de las seis disposiciones de electrodos del Capitulo 2, se realizé un séptimo
experimento con un Unico dnodo y un unico cdtodo. Para esta nueva corrida se utilizé una
malla uniforme, bidimensional y equiespaciada de 250x250 nodos con separacién entre
cada nodo de h = 4 -107* m, es decir, una malla de 10x10 cm?. E1 At = 5-10"%* s. La
corriente constante aplicada fue de 10 mA. Considerando el punto central de la malla como
el (0,0), el &nodo fue ubicado a -1.9 cm del centro respecto del eje de abscisas mientras que
el catodo fue ubicado a 1.9 cm, es decir, con una separacién de 3.8 cm. La eleccion de esta
nueva configuracion tiene por objetivo poder comparar los resultados de la simulacién con
los obtenidos en el trabajo realizado por Olaiz et al. [73]. Mdas ain, la separacién entre los
electrodos se debe a que esa fue la longitud de los tubos capilares utilizados en el trabajo

previo de Turjanski et al. [55].

3.3. Modelo in vitro

Para poder contrastar el nuevo modelo in silico presentado se utilizé el modelo in
vitro “Gel de coldgeno y macronutrientes (CMG)” propuesto por Olaiz et al. [73]. En
dicho trabajo se describe un modelo compuesto por una matriz de coldgeno a la cual se
le anade cloruro de sodio, NaHCO3 y yema de huevo. El aporte realizado por la yema
de huevo consiste basicamente en su naturaleza proteica, aproximando de mejor modo la
composicién natural de un tejido.

El modelo CMG se basa en una solucién de coldgeno I (30 g/L) con yema de huevo
fresca a 5% v/v, NaCl a 0.16 mol/dm?® y NaHCO3 a 27 mmol/dm?. La solucién se
coloco en una placa de Petri de 9 cm de diametro permitiendo que se gelifique. Luego, se
insertaron dos electrodos de platino a una profundidad de 0.4 ¢m y con una separacion
de 3.8 cm entre ambos. El drea expuesta de cada uno de los electrodos fue de 0.060 cm?.
Todos los experimentos fueron realizados a 25 °C sin observarse cambios significativos
entre ellos. Las imagenes se obtuvieron con una camara digital Canon Power-Shot SD1000
de 7.5 megapixeles. Para la captura y el procesamiento se utilizé6 Image J [75]. Para la
aplicacién de la corriente eléctrica continua y constante se utilizé6 Consort E835, Belgium.
Tanto la corriente eléctrica como el votaje fueron monitoreados continuamente con un

multimetro estandar a una frecuencia de 20 segundos.
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3.4. Resultados y discusion

En esta seccidon se presentaran los resultados obtenidos para distintas simulaciones
de una terapia EA con factor de permeabilizacién, segin lo descripto en la seccién 3.2.
“Modelo computacional”. Primero se trabajard con las simulaciones correspondientes a
las 6 configuraciones de electrodos del Capitulo 2 y se las comparard con lo observado
en dicho apartado. Luego, se presentaran y contrastaran los resultados de la simulaciéon
correspondiente al experimento de la seccion 3.3. “Modelo in wvitro”.

En la Figura 3.2 se observan las isolineas del potencial eléctrico para las 6 configu-
raciones de electrodos del Capitulo 2 a igual escala de voltaje luego de 180 segundos
de simulacién. En relacién con la Figura 2.1, se aprecia un ligero aumento del potencial
eléctrico en toda la malla mientras que la forma de los gréaficos resulta analoga.

En la Figura 3.3 se observa la evolucion de los frentes de pH en conjunto con las lineas
direccionales normalizadas del campo eléctrico para distintos instantes de tiempo, desde el
comienzo hasta el final de la terapia, para la configuracion circular descripta en el Capitulo
2. Con respecto a la Figura 2.4 se aprecia una mayor velocidad en el avance de los frentes
acidos producto de la permeabilizacién anéddica (ver Figura 3.4).

En la Figura 3.4 se muestra la seccién central de mallas de 10x10 cm? luego de 1550
segundos de aplicacion de una terapia EA a corriente constante de 10 mA para un anodo
(izquierda) y un cétodo (derecha) dispuestos a 3.8 cm de distancia. Esta figura tiene por
objetivo contrastar la incorporacion de la variabilidad del coeficiente de permeabilizacién
con el trabajo cientifico llevado a cabo por Olaiz et al. en [73]. El trabajo de Olaiz et al.
(a) muestra los frentes de desnaturalizacién anédico y catédico para el modelo in wvitro
CMG, los cuales son una buena forma de medir el drea de tejido necrosado. En (b) se
observan los frentes de pH que, al igual que en las otras configuraciones, una vez que
colisionan, mantienen estable la posicién de choque. A su vez, se aprecia de manera clara
la forma del campo eléctrico, con las lineas en direccién dnodo-cétodo. En (¢) se muestran
los valores del factor de permeabilizacién, el cual es igual para todas las especies. Cabe
destacar la estrecha relaciéon que guardan las imagenes (a) y (b), lo cual indicaria que la
simulacién se ajusta de modo preciso a lo observado en el modelo in vitro presentado por
Olaiz et al. Por otra parte, en (c) se observa que la permeabilizacién solamente tiene lugar
alrededor del 4nodo, donde los valores de pH son maés acidos, observandose, a su vez, una
menor permeabilizacion en el area circundante al cdtodo, donde el pH resulta en valores
extremadamente bésicos. En conjunto, estas tres imagenes indicarian que el proceso de
ablacién tendria lugar, efectivamente, por los valores extremos de pH, tanto dcidos como
bésicos, y no asi por la permeabilizacién del tejido, que solo tiene lugar en la zona andédica,

como sugerfan algunos autores [21,71].
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Figura 3.2: Distribucién de las isolineas del potencial eléctrico para las 6 configuraciones de
electrodos desarrolladas en el Capitulo 2 luego de 180 segundos de simulacién para una terapia
EA. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamaiio de la malla espacial simulada
de 25%x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte central de la malla. Los puntos en donde
se alcanza el mayor potencial coinciden con la ubicacién de los anodos mientras que aquellos en
donde se alcanza el menor potencial coinciden con la ubicacién de los catodos. La comparacién con
la Figura 2.1 muestra una similitud cualitativa para todas las figuras.
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Figura 3.3: Prediccién del avance de los frentes de pH y de la distribucién del campo eléctrico a
través del tiempo para una terapia EA para la distribucién circular presentada en el Capitulo 2.
La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamafio de la malla espacial simulada de
25%25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte central de la malla. Los puntos de mayor pH
coinciden con la ubicacién de los catodos mientras que los de menor pH coinciden con la ubicacién
de los anodos. En relacién con la Figura 2.4 se aprecia que los frentes acidos avanzan mas rapido.
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Figura 3.4: Las 3 imégenes corresponden a una terapia EA de 2 electrodos a corriente constante de
10 mA luego de 1550 segundos de aplicacién. El dnodo se encuentra ubicado a izquierda mientras
que el catodo se encuentra a derecha, con una separacién entre ambos de 3.8 cm. En (a) se observan
los frentes de electrodesnaturalizacién para el modelo in vitro CMG (tomada de “Tracking protein
electrodenaturation fronts in the electrochemical treatment of tumors” [73]). En (b) se muestran
en conjunto los frentes de pH y la distribucién del campo eléctrico, resultado de la simulacién
computacional. En (c) se observan los valores del factor de permeabilizacién pp, también obtenidos
mediante la simulacién.
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Por otro lado, en la Figura 3.5 se muestra un corte unidimensional de la prediccién
de la concentracién de las 4 especies modeladas luego de 1550 segundos de aplicacién de
una terapia EA para la configuraciéon de un anodo y un catodo separados por 3.8 cm.
En relacién con la Figura 2.6, correspondiente a la distribucién circular de electrodos del
capitulo anterior, se observa mayor concentracién de Na™ y OH~ en el citodo, menor
concentracién de C1~ en ambos electrodos y mayor concentracién de H' en el 4nodo, todos
estos cambios pueden ser atribuidos a la mayor intensidad de corriente aplicada. Ademads,
en este caso se logra apreciar con mayor claridad el incremento en la concentracién de
los cloruros en torno al &nodo como consecuencia de la atraccién que éste produce por su
carga eléctrica contraria.

En la Figura 3.6 se realiza una comparacién cualitativa y cuantitativa del avance
del frente anddico de electrodesnaturalizacién para el modelo in vitro CMG y del frente
de pH anddico obtenido mediante simulacién en una escala log-log. La primera imagen
fue tomada del trabajo realizado por Olaiz et al. [73] y muestra que el avance del frente
anddico est4 gobernado principalmente por accién de la difusién (t%7). La segunda imagen
es el resultado del seguimiento del frente de pH anddico calculado durante la simulacién
y muestra una fuerte correspondencia con el grafico anterior, evidenciando el caracter
difusivo del proceso (t%4). En este sentido, la evolucién de los frentes de pH del modelo in
silico se asemejaria a lo que realmente ocurre al aplicar la terapia al modelo in wvitro.

Por dltimo, cabe aclarar que los tiempos de procesamiento de la simulacién fueron
similares a los indicados en el Capitulo 2, evidenciando que el cdlculo del factor de per-
meabilizacién no impacta significativamente en el tiempo total de procesamiento. Este
resultado era esperable ya que si se considera el total de operaciones aritméticas bési-
cas (suma, resta, multiplicacién, etc.) realizadas en cada iteracién, las correspondientes a

determinar up representan un porcentaje muy bajo de ese total.
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Figura 3.5: Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de Cl~, Na*, OH™ y
H luego de 1550 segundos de aplicacién de una terapia EA a corriente constante de 10 mA para
una configuracion de un danodo y un catodo. El anodo se encuentra ubicado a los 3.1 cm mientras
que el catodo se encuentra a los 6.9 cm, siendo la separacién entre ambos de 3.8 cm.
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Figura 3.6: Seguimiento del frente anddico de electrodesnaturalizacién para el modelo in wvitro
CMG (imagen superior, tomada de “Tracking protein electrodenaturation fronts in the electroche-
mical treatment of tumors” [73]) y del frente de pH anddico obtenido mediante simulacién (imagen
inferior) luego de 1550 segundos de aplicacién de una terapia EA a corriente constante de 10 mA
para una configuracién de un dnodo y un cdtodo separados por 3.8 cm. Los valores representan el
radio de cada frente con centro en el anodo para cada instante de tiempo, en una escala log-log.
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3.5. Conclusiones

En este capitulo se propuso una extension al modelo bidimensional de EA presentado
en el Capitulo 2, la cual permite capturar la nocién de permeabilizacién del tejido tratado.
A su vez, los resultados obtenidos fueron contrastados con el modelo in silico anterior y
con el modelo in vitro CMG presentado por Olaiz et al. en [73].

En primer lugar, se utilizaron las mismas configuraciones de electrodos trabajadas en
el Capitulo 2 para verificar que la inclusiéon de la nueva ecuacion que modela la permea-
bilizacién no altera significativamente los resultados de las simulaciones. En este sentido
no se reportaron diferencias sustanciales entre ambos modelos, sugiriendo que la permea-
bilizacién y, por consiguiente, la modificacién del coeficiente de permeabilizacién de cada
una de las especies, no tiene un impacto notorio en la evolucién de la terapia, ya sea tanto
en el avance de los frentes de pH, causantes de la necrosis del tejido, como del potencial
eléctrico y la concentracion del resto de las especies (datos no mostrados dada la similitud
con la Figura 2.6).

En segundo lugar, se utiliz6 el modelo in vitro CMG con un doble objetivo: por un lado
sirvié para contrastar los resultados de la simulaciéon con un modelo de mayor complejidad
y cuya composicién quimica se asemejara cada vez més a la de un tejido real. Por el otro,
se puso en evidencia que la permeabilizacién no juega un rol preponderante en la ablacién
para esta terapia ya que solamente se da en la region circundante al anodo, mientras que
el tejido necrosado ocupa las regiones tanto del dnodo como del catodo. Este resultado
es muy significativo ya que descarta la hipotesis sugerida por algunos autores de que la
ablacién se debe a la electropermeabilizacién [21, 71], reforzando atin mds la hipdtesis
acerca de que, en realidad, son los frentes de pH extremo los causales de la destruccion
del tejido.

En tercer lugar, se observé que la evolucién del frente de pH anddico del modelo in
silico sigue un comportamiento gobernado principalmente por la difusion, al igual que lo
observado en el modelo in vitro CMG.

Por ultimo, cabe destacar la robustez del modelo presentado, el cual permitio la incor-
poracién de una nueva ecuacion al sistema que, teniendo impacto en el cdlculo del resto
de las variables, no afecté su estabilidad numérica ni modificé significativamente el tiempo

de las corridas.
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Capitulo 4

Modelo en 2D con factor de

permeabilizaciéon para ECT

En los dos capitulos anteriores se introdujeron modelos teéricos para el estudio de la
EA. Los modelos resuelven las ecuaciones de Nernst-Planck para el transporte de iones,
bajo condiciones de electroneutralidad, en un dominio bidimensional utilizando el método
de diferencias finitas en una malla fija. Se analizé el desarrollo de la terapia para distintas
distribuciones de electrodos y se compararon las predicciones obtenidas con un modelo
in vitro, obteniendo una buena descripciéon cuantitativa de la concentracién de iones y
los perfiles de pH producidos. Como ya se ha mencionado, los perfiles de pH obtenidos a
partir de los modelos in silico han demostrado la existencia de una muy buena relacién con
las zonas de destruccion del tejido, medidas experimentalmente. De este modo, el modelo
puede ser de utilidad en la prediccién de la destruccion del tumor que se produce con la
aplicacién de la EA.

En [56], Turjanski et al., bajo la hip6tesis de que un proceso de acidificacién anédica
podria estar ocurriendo en otro tipo de terapias, abordan el estudio de la ECT y proponen
un modelo tedrico unidimensional. Los resultados obtenidos fueron contrastados con un
modelo in wvitro, mostrando que dicha acidificacién resulté ser todavia mayor que en EA
y, en consecuencia, la necrosis del tejido a tratar.

La ECT es una técnica minimamente invasiva que emplea pulsos eléctricos con el
propésito de permeabilizar local y temporalmente la membrana celular y asi permitir
entrar en la célula, que en condiciones normales seria impermeable, pequenas cantidades
de drogas anticancerigenas como es el caso de la bleomicina. Esta droga produce roturas
en las hebras del ADN, eliminando de forma selectiva a las células que se encuentran en

proceso de divisién celular, excluyendo al resto [76].
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Un aplicacién tipica de la terapia consiste en un tren de 8 pulsos de onda cuadrada
de 100 us y aproximadamente 1000 V/cm aplicados a 1 Hz. El voltaje aplicado depende
esencialmente del tipo de electrodos y la distancia entre ellos [44]. Es importante notar
que, a diferencia de EA en donde se busca necrosar al tejido mediante la aplicacion de
corriente eléctrica, en ECT el uso de ondas cuadradas de pulso eléctrico de una duracién y
amplitud apropiadas preserva la viabilidad de las células, permitiendo el restablecimiento
de la membrana celular unos pocos minutos después de aplicado el pulso eléctrico [77-79].

En este capitulo presentaremos un modelo computacional bidimensional con coeficiente
de permeabilizacién para el estudio de ECT. Para la fase de la terapia en donde se aplica
corriente eléctrica se reutilizard el submodelo presentado en el capitulo 3. Los resultados

obtenidos mediante la simulacién computacional seran contrastados con un modelo in vivo.

4.1. Modelo fisico-matematico

A continuacién se presenta un modelo in silico para un tratamiento estandar de ECT:
8 pulsos de onda cuadrada a 1000 V/cm por el lapso de 100 us aplicados con una frecuencia
de 1 Hz a un tejido tumoral. El modelo consta de dos submodelos, como muestra la Figura

4.1, a saber:

a) ON time: representa la fase del pulso donde el campo eléctrico es aplicado.

b) OFF time: fase en la que no se aplica corriente eléctrica al tejido.

V

— ON Time — OFF Time

T

Figura 4.1: Esquema de aplicacién de pulsos. ON time: se aplica corriente eléctrica. OFF time: no
se aplica corriente eléctrica. T: tiempo de duracién de ambos submodelos. V: amplitud del pulso.
La duracion de las fases ON time y OFF time no se encuentran graficadas a escala.
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4.1.1. Submodelo ON time

A pesar de las similitudes entre el modelo propuesto para EA en la seccion 3.1. “Mo-
delo fisico-matematico” y el que presentaremos a continuacién para ECT ON time, y
que supondra las mismas simplificaciones, existen dos diferencias importantes a tener en

cuenta:

1. En EA se aplica corriente constante mientras que en ECT lo constante es la tensién,
por lo que la corriente puede variar (esto ocurre si cambia la resistencia del medio).
La estrategia que se utilizara para resolver esta diferencia serd ir corrigiendo en cada
instante de tiempo el valor requerido de intensidad de corriente para que la tensién

se mantenga constante durante toda la fase ON time.

2. A diferencia de EA, en ECT se trabaja con campos eléctricos de alta intensidad. En
este caso, la variacién del coeficiente de permeabilizaciéon depende principalmente de

la intensidad del campo ':

_At 2
P = (I1E|| « (1 - evits ) )

Teniendo en cuenta estas pequenas diferencias, se puede adaptar sencillamente el mo-

delo del capitulo anterior para esta fase de la terapia.

4.1.2. Submodelo OFF time

Durante esta fase de la terapia no se aplica corriente eléctrica por lo que solo predo-
minaran los procesos difusivo y reactivo. De este modo, se pueden tomar las ecuaciones
diferenciales del periodo ON time, eliminando los términos asociados a la aplicacién de
campo eléctrico puesto que sera considerado nulo. El flujo molar queda representado de la

siguiente manera:

N; = -D;V(; (4.1)
El transporte de masa de la especie i a través de ambas superficies de los electrodos

se asume inexistente. Por lo tanto, para i = HT, OH—, Cl™ y Na™:
— Dl(VCl . n) =0 (4.2)

El campo eléctrico sobre los electrodos se considera nulo.
En cuanto a las condiciones de borde, se resolverd del mismo modo que en la fase ON

time considerando que no es necesario calcular el potencial ni el campo eléctrico.

!Ecuacién proveniente de datos ain no publicados aportados por el Laboratorio de Sistemas Complejos
(LSC) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA.
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4.2. Modelo computacional

A pesar de que el modo en que se resolveran los sistemas de ecuaciones serd analogo
a lo descripto en la seccion 2.2. “Modelo computacional”, es necesario indagar en algunos
aspectos particulares que se presentan al momento de simular esta terapia. Uno de esos
aspectos es el aumento repentino de voltaje entre una fase y otra del pulso. Teniendo
en cuenta la Ley de Ohm, alcanzaria solamente con aumentar la corriente aplicada [
entre un instante de tiempo y el siguiente. Sin embargo, esto impactaria fuertemente en
la concentracion de las especies produciendo una desestabilizacion numérica del sistema.
Por otro lado, no se estaria modelando correctamente el proceso puesto que en el mundo
fisico el cambio de voltaje, si bien ocurre rapidamente, no es instantaneo, es decir, hay un
aumento continuo de la corriente aplicada durante un lapso breve de tiempo hasta llegar al
valor del voltaje objetivo. De manera andloga, al cortar el suministro de corriente, ocurre
una curva decreciente del voltaje hasta llegar a cero. Por lo tanto, el esquema que se

utilizara para implementar las fases del pulso eléctrico serd como sigue:

1. Se incrementa sostenidamente I en intervalos de tiempo At muy pequenos hasta

llegar al voltaje objetivo.
2. Se mantiene constante el voltaje objetivo.

3. Se decrementa sostenidamente I en intervalos de tiempo At muy pequenos hasta

llegar a V=0.

4. No se aplica corriente.

De este modo, en las fases 1, 2 y 3 se utiliza el modelo ON time mientras que en la
fase 4 se utiliza el modelo OFF time. E1 At de las fases 1 y 3 es del orden de le™'2 s,

Por tdltimo, para mantener constante el voltaje en la fase 2, se corrige el valor de I en
cada iteracion debido al cambio en la resistencia del medio producido por el cambio en
la, concentracién de HT y OH~. De esta manera, si el voltaje entre ¢ y t+1 disminuye
entonces se aumenta el valor de I mientras que si aumenta, se decrementa I. La diferencia
de voltaje entre un instante de tiempo y el siguiente durante las simulaciones es menor

que el error de los instrumentos de medicién utilizados en laboratorio.

92



4.2.1. Corridas y parametros

Las condiciones iniciales y el entorno para la realizacion de la experimentacion compu-
tacional fueron los mismos que los presentadas en la seccién 2.2.7. “Corridas y parametros”.

Para la tinica simulacién que se presenta en este capitulo se utilizé una malla uniforme,
bidimensional y equiespaciada de 100x100 nodos. La distancia entre cada nodo fue de
h =1-10"% m y la densidad de corriente inicial fue de 1000 A/m?. El At para las fases 1y
3 fue de 1-10712 s, para la fase 2 de 1-10~® s y para la fase 4 de 1-107° s. Se dispondra un
Unico anodo ubicado a los 2.5 mm y un tnico cdtodo a los 7.5 mm, siendo la separacién

entre ambos de 5 mm.

4.3. Modelo in vivo

Para poder contrastar el modelo computacional propuesto con modelos que revistan
cada vez mayor complejidad, se decidié experimentar con un modelo de papa (Solanum
tuberosum sp.). En este tubérculo, el dafio en el tejido se debe al proceso de oxidacién
ocasionado por la liberacién de enzimas intracelulares —principalmente polifenol oxidasa—
y se evidencia por dreas de color mas oscuro en la papa [60]. Dado que la liberacién de
estas enzimas implica la permeabilizacién de la membrana celular, las regiones oscuras,
resultantes de la aplicacion de los pulsos eléctricos, serd considerada como electroacido-
permeabilizada.

Se trabajé con una rodaja de papa de 4x5 cm? y 2 cm de espesor en la cual se
dispusieron de manera enfrentada un dnodo y un catodo de acero inoxidable de 2 cm de
longitud y 1 mm de didmetro, con una separacién de 5 mm y a una profundidad de 1 cm. Se
aplicaron 8 pulsos de onda cuadrada de 100 ps a 1000 V/cm con una frecuencia de 1 Hz. La
corriente fue aplicada utilizando un electroporador BTX ECM 830, Harvard Apparatus
Inc, MA, USA. Las imégenes se obtuvieron con una camara digital Canon Power-Shot

SD1000 de 7.5 megapixeles. Para la captura y el procesamiento se utiliz6 Image J [75].
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4.4. Resultados y discusion

Los resultados que se presentaran y analizardn en esta seccién corresponden a la simu-
lacién de una terapia ECT con factor de permeabilizacién y a la aplicacién de la misma a
un modelo in vivo de papa. La terapia consiste en la aplicacién de una tanda de 8 pulsos
de onda cuadrada de 100 us y aproximadamente 1000 V/cm aplicados con frecuencia de
1 Hz (un pulso por segundo). Se trabajé con un énodo y un cdtodo dispuestos con una

separacion de 5 mm.

En la Figura 4.2 se muestra la relacion entre la diferencia de potencial entre ambos
electrodos y el tiempo en las fases 1 y 3 de la simulacién para los 8 pulsos de la terapia.
Ambas fases resultan necesarias por cuestiones de estabilidad numérica para aumentar
y decrementar respectivamente la corriente aplicada y llegar al voltaje objetivo, 500 V
(1000 V/cm) en un caso y 0 V en el otro. En las 2 imégenes se aprecia que el tiempo de
simulacién utilizado para pasar de 0 V a 500 V y viceversa es del orden de unos pocos
nanosegundos, resultando despreciable con respecto al tiempo que duran las otras 2 fases:
0.1 ms y 0.9999 s respectivamente, cumpliendo asi con el objetivo de que tanto la fase 1
como la fase 3 ocurran en un At muy pequeno. También es notorio el cardcter exponencial
que presentan todas las curvas, fenémeno que también se observa en la experimentacién
y que puede ser explicado debido al cambio de conductividad del medio ocasionado por
la variacion en el coeficiente de permeabilizacién. Por 1dltimo, la rapida velocidad a la que
ocurren los cambios de fase (de fase 1 a fase 2 y de fase 3 a fase 4) en la simulacién captura
la nocién de instantaneidad al aplicar o dejar de aplicar corriente con el electroporador,

permitiendo simular de esta manera a una onda cuadrada.

En la Figura 4.3 se observa la variacion de la diferencia de potencial entre anodo
y catodo a través del tiempo durante la aplicacién de la corriente eléctrica, es decir, la
segunda fase del algoritmo, para el primer pulso de la simulacién. Gracias al chequeo que
se realiza en cada iteracién sobre cudl es la correcciéon que deberia aplicarse a la intensidad
de corriente para mantener el voltaje constante en 500 V, se aprecia que el error maximo
alcanzado en este primer pulso es menor a 0.5 V. El pico observado entre los 60 us y los 70
us se debe a que todo el C1™ es consumido en el catodo por lo que el sistema debe volver
a estabilizarse. El maximo voltaje se obtuvo en el segundo pulso con un valor de 500.682
V mientras que el minimo voltaje se alcanzo6 en el sexto pulso con un valor de 499.306 V.
De este modo, el error absoluto de la simulacion es menor a 0.7 V, es decir, alrededor del

0.1 %, valor més que aceptable.

De la descripcién y analisis de los tres graficos anteriores se concluye que la simulacién
respeta el proceso de aplicacién de un pulso de alta corriente ya que tanto el aumento de
voltaje como la disminucién de voltaje se realizan en un intervalo de tiempo muy corto
con respecto a la duracién del pulso y el maximo error de voltaje en fase 2 es inferior al

error instrumental.
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Figura 4.2: En ambas figuras se analizan distintos aspectos de las fases 1 y 3 de la simulacién de
una terapia ECT a 1000 V/cm con 2 electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm de distancia entre
si. En la figura (a) se muestra la fase 1 de la simulacién en donde se aumenta la corriente aplicada
hasta alcanzar la diferencia de potencial objetivo (500 V) entre 4nodo y cdtodo mientras que en la
figura (b) se observa la fase 3 de la simulacién en la que se corta el suministro de corriente eléctrica
paulatinamente por lo que el voltaje es llevado nuevamente a 0 V. En ambos casos se observa que
el tiempo requerido para los cambios de fases, y para todos los pulsos, es despreciable en relacién
al tiempo que dura la aplicacién del pulso, simulando el comportamiento de una onda cuadrada.
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Figura 4.3: Variacién de la diferencia de potencial entre dnodo y cdtodo a lo largo del tiempo en
la aplicacién de corriente para el primer pulso de la simulacién de una terapia ECT a 1000 V/cm
con 2 electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm de distancia entre si. Los valores se mantienen

dentro del rango de los 500 £ 0.5 V durante 100 us, tiempo que dura el pasaje de corriente durante
la fase 2.
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En la Figura 4.4 se aprecia la evolucion de las 4 especies quimicas simuladas y el pH a
lo largo de los 8 pulsos de la terapia. En todos los casos se observa una intensificacion de la
tendencia inicial, acentuandose paulatinamente a medida que avanza el tiempo. La extrema
acidificacién en el anodo y la extrema basificacién en el catodo -imagen e— es consecuencia
del incremento de protones y oxidrilos en el 4&nodo y el catodo respectivamente —imagenes
c y d— al igual que lo referido en Turjanski et al. [56]. Al igual que en EA, se observa el
avance los frentes de pH extremo a través del tiempo hasta colisionar entre si luego del
octavo pulso, coincidiendo con el momento en que la terapia finaliza.

En la Figura 4.5 se contrasta la prediccion del factor de permeabilizacién con el perfil de
modelo de papa luego de finalizada la terapia. En ambas imagenes, el &nodo se encuentra
ubicado en la parte superior mientras que el catodo se encuentra en la parte inferior
(la imagen de la malla simulada fue rotada para permitir comparar ambas imégenes de
manera mas sencilla). Se evidencia una regién continua de permeabilizacién entre dnodo y
cétodo (dreas de color rojo y negra respectivamente) debido al efecto del campo eléctrico,
obteniéndose una muy buena correspondencia entre la prediccién y la experimentacion
in vivo. En contraposicién con la terapia EA se observa que la permeabilizacién ocurre
alrededor de ambos electrodos y no solamente en la regién del anodo. Este hecho se debe a
que en ECT el cambio en la permeabilizacion esta gobernado por la intensidad del campo
eléctrico que resulta ser 6rdenes de magnitud mayor que en EA.

Por 1ltimo, con respecto a los tiempos de simulacién, cada pulso simulado tomé apro-
ximadamente 1 hora para la malla utilizada de 10000 nodos (100x100).
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Figura 4.4: Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de las 4 especies quimicas
modeladas HT, OH~, Cl~ y Na™, y del avance de los frentes de pH luego de la aplicacién de cada
uno de los 8 pulsos de una terapia ECT a 1000 V/cm con 2 electrodos enfrentados dispuestos a
5 mm de distancia entre si. El &nodo se encuentra ubicado a los 2.5 mm mientras que el cidtodo se
encuentra a los 7.5 mm, siendo la separacién entre ambos de 5 mm.
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Factor de Permeahilizacidn

Figura 4.5: La imagen superior muestra la prediccién de los valores del factor de permeabilizacién
una vez finalizada la simulacién de una terapia ECT a 1000 V/cm con 2 electrodos enfrentados
dispuestos a 5 mm de distancia entre si. La imagen inferior muestra el modelo vegetal in vivo
(rodaja de papa) para la misma terapia. En ambas figuras, los signos positivo y negativo indican
las posiciones del dnodo y del catodo respectivamente.
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4.5. Conclusiones

En este capitulo se propuso y se analizé un modelo bidimensional con factor de per-
meabilizacién para ECT, utilizando como base los modelos para EA presentados en los
capitulos anteriores. Ademads, se contrastaron los resultados obtenidos mediante simula-
cién computacional con los obtenidos en un experimento realizado en un modelo in vivo
de papa.

El estudio del modelo se basé en 3 ejes:

4 Respetar y simular de manera consistente con la realidad el comportamiento de la
corriente eléctrica a lo largo de toda la terapia, es decir, aumentar y decrementar
de manera casi instantdnea la corriente y mantener constante el voltaje objetivo

durante la aplicacion del pulso eléctrico.

v Que la evolucién de las especies quimicas fuera consistente con la teoria y los trabajos

previos realizados en 1D.

v/ El 4rea permeabilizada resultante de la simulacién fuera similar a la obtenida me-

diante experimentacién in vivo.

En este sentido, el modelo, como fue discutido en la seccién anterior, logré cumplir con
los 3 propdsitos y mostrar la robustez e importancia no sélo de este modelo sino de los
trabajados en los capitulos anteriores, los cuales brindaron la base necesaria sobre la cual
construir nuevo conocimiento.

Se espera que este modelo pueda servir para comprender mejor los distintos aspectos
vinculados a la ECT y pueda ser utilizado para predecir el area de tejido que se permea-
bilizard durante la terapia y optimizar de este modo la dosis de droga anticancerigena

aplicada.
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Capitulo 5

Conclusiones

El estudio sobre el tratamiento del cancer abarca un mundo diverso, interdisciplinario
y multifocal. En particular, existen un tipo de tratamientos denominados FElectroterapias
que involucran la utilizacion de campos eléctricos y que resultan maés seguros, efectivos y
accesibles econémicamente que otras terapias como la cirugia tradicional, la quimioterapia,
etc. Entre ellos se pueden mencionar la EA, la ECT, la EGT y la IRE. En esta investi-
gacién se trabajé con la EA y la ECT utilizando modelos in silico, in vitro e in vivo que

permitieron tener una vision integral y analizar las distintas aristas de la problematica.

Tomando como base la literatura previa existente sobre el tema que postula como
hipétesis que los niveles extremos de pH son los causantes de la necrosis en EA, se deci-
di6 comenzar estudiando y comprendiendo dichos modelos. En todos los casos en donde
se proponian sistemas de ecuaciones que buscaban caracterizar el comportamiento de la
terapia, los mismos simplificaban el problema reduciéndolo a una tnica dimensién espacial
o dejaban fuera de consideracién algunas de las variables mas relevantes. En el caso de la
ECT no solo ocurria lo mismo sino que tampoco se tenia en cuenta uno de los factores

mas significativos en esta terapia: la electropermeabilizacion.

En el capitulo 2 se propuso una extension a 2D del modelo de EA presentado en
Turjanski et al. [55] trabajando con las diversas disposiciones de electrodos estudiadas en
Bergues et al. [38]. Los resultados de las simulaciones no solo mostraron una muy buena
concordancia cualitativa y cuantitativa con respecto a los trabajos previos en 1D sino que
también permitieron observar de un modo més realista la evolucién de los frentes de pH en
un tejido. Este nuevo modelo le brinda robustez al conjunto de ecuaciones utilizado para
caracterizar la evolucion de las principales especies quimicas intervinientes en la terapia
ademads de que permite realizar analisis mas realistas a nivel preclinico.

En el capitulo 3, se extendié el modelo propuesto en el capitulo anterior introduciendo
una nueva caracteristica: la permeabilizacion del tejido, es decir, la facilidad de las molécu-
las para atraversar la membrana celular. Esta incorporacién tuvo un doble objetivo. Por

un lado, se contraargumentdé la hipétesis sugerida por algunos autores acerca de que es la
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permeabilizacién la causante de la necrosis en la EA [21,71] a la vez que se fortalecié la
que sugiere que es, en realidad, el nivel extremo de pH que se genera alrededor de los elec-
trodos el que la produce. Por el otro, se buscé introducir un factor de vital importancia
en el andlisis de aquellas electroterapias en las que conocer el grado de permeabilizacion
del tejido es crucial para conocer con mayor precision la dosis de droga necesaria.

En el capitulo 4, y en base a lo trabajado en los capitulos anteriores, se abordé una
terapia diferente: la ECT. Al igual que en el caso de la EA, la literatura existente que
abordaba la problemaética desde un punto de vista matematico-computacional, lo hacia sin
tener en cuenta la permeabilizacién de la membrana tisular. Tomando como base el modelo
presentado en el capitulo 3 y realizando los ajustes pertinentes a la forma en como calcular
la permeabilizacién del tejido a lo largo del tiempo en funcién de los resultados obtenidos
en laboratorio, se pudo observar una muy buena concordancia a nivel cualitativo con la
experimentacién realizada in vivo en un modelo de papa. Ademds, resulté ser consistente
con los trabajos previos en la materia. Este doble logro no solo le otorga robustez al
conjunto de ecuaciones elegido para modelar la problemética sino que también brinda una
nueva dimensiéon de andlisis tanto a nivel tedrico como preclinico en la investigacion de la
ECT.

Se espera que los aportes realizados en esta investigacion sirvan como un aporte signi-
ficativo a la comprensién, analisis y profundizacién del trabajo realizado en pos de buscar
alternativas mds seguras, efectivas y accesibles en el tratamiento contra el cancer como lo
son las electroterapias, ademas de sugerir un nuevo horizonte de investigacién en el campo
de la Electroporacién con la introduccién del factor de permeabilizaciéon como elemento

imprescindible en el analisis.
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Capitulo 6

Trabajos Futuros

En este apartado se detallaran posibles lineas de investigacién que continten el camino

realizado en el presente trabajo:

1. Profundizar el estudio acerca de la relacion entre el pH, el campo eléctrico y la per-
meabilizacién del tejido con el objetivo de construir un tinico conjunto de ecuaciones
que permitan explicar su interaccion ya sea tanto en contextos de campos eléctri-
cos altos —en la ECT- como en aquellos contextos donde el campo es relativamente

pequeno —en la EA—,

2. Incorporar nuevas especies quimicas a los modelos in silico que capturen de modo
mas realista lo que ocurre en un tejido. Esto incluye, por ejemplo, la modelizacién
del HCO5 que actia como buffer, entre otros iones y moléculas presentes en el

intersticio celular.

3. Extender los modelos propuestos a tres dimensiones espaciales y paralelizar los calcu-

los debido al impacto que esto supondra en los tiempos de cémputo.

4. Extender los modelos in silico para simular otro tipo de electroterapias como ser la
IRE y la EGT, entre otras.

5. Comparar los resultados computacionales obtenidos en este trabajo con modelos in

vivo de mayor complejidad, ya sea en ratones o en fase clinica.

6. Explorar técnicas experimentales que permitan conocer la evolucién de la concentra-
ciéon de todas las especies quimicas consideradas para poder contrastar con mayor

precision los modelos tedricos presentados.
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Apéndice A

El cancer

El cancer, popularmente conocido como tumor maligno —si bien no todos los canceres
se desarrollan en tumores, como es el caso de la leucemia—, se trata de un conjunto de
enfermedades que se originan en las células y pueden afectar a cualquier parte del orga-
nismo, conociéndose actualmente mas de 100 tipos diferentes de cancer. En condiciones
normales, las células se dividen de manera controlada para reemplazar a las células que
van muriendo y mantener asi el equilibrio y poder satisfacer las necesidades del cuerpo. El
problema ocurre cuando este proceso se ve alterado y se producen mutaciones que impac-
tan en la replicacion debido a la alteracién del ADN de una o mas células. Esto implica
que habra una mayor cantidad de células que el cuerpo no necesita, las cuales formaréan, en
general, una masa de tejido al que se lo denomina tumor. La diferenciacion entre tumores
malignos y tumores benignos surge de la habilidad de invadir otras partes del cuerpo o no.
Cuando esto ocurre estamos en presencia del cancer [80].

Las causas que originan la alteracién del contenido genético de una célula son multiples,
tratandose tanto de factores genéticos intrinsecos al paciente como de agentes externos:
carcinégenos fisicos (radiacién ionizante y ultravioleta), quimicos (humo de tabaco, arséni-
co, etc.) o bioldgicos (HPV, hepatitis B, etc.). Otro factor de importancia es la vejez. Dado
que muchos de estos factores son evitables, una de las mejores medidas contra el cancer es
la prevencién y la deteccién temprana. A modo de ejemplo, el 22 % de las muertes totales
son debidas al tabaquismo. Por lo tanto, una toma de conciencia acerca de los riesgos que
implica el consumo de tabaco, el sedentarismo, las enfermedades de transmisién sexual,
las dietas desbalanceadas, la exposicion a la contaminacién y a la radiacién solar, etc.
incidira drasticamente en la reduccion de pacientes que enfrentan esta extendida enferme-
dad. Por otro lado, la realizacién de estudios periddicos para poder detectar los canceres
més comunes (mama, cuello uterino, bucal) en un estadio temprano ayuda a mejorar la

expectativa y la calidad de vida en aquellas personas que padecen esta enfermedad [1].
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Apéndice B

Material entregado

Contenido

El material entregado consta de esta tesis en formato digital (pdf) y una carpeta de

nombre Codigo. En ella se encuentran tres subcarpetas:
= Capitulo2_FA_sin_permeabilizacion
n Capitulo8_EA_con_permeabilizacion

n Capituloj_ECT_con_permeabilizacion

En estos 3 directorios estdn todos los archivos necesarios para la compilaciéon y ejecucion

de los programas y configuraciones desarrollados para los capitulos 2, 3 y 4.
Requisitos

= Sistema Operativo Linux

= Compilador g++ version > 4.4

= Programa make

» GNU Scientific Library (GSL)

En particular, el cédigo fuente presentado fue probado en Linux Ubuntu 14.04 LTS,
con g++ 4.8.2, GSL 1.16 y GNU Make 3.81.
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Compilacién y ejecuciéon

Para facilitar la reproduccion de las ejecuciones presentadas en cada capitulo, se pre-
configuraron archivos con los pardmetros descriptos en las secciones 2.1.6. “Disposicion
de los electrodos” y 2.2.7. “Corridas y parametros” para el capitulo 2, la seccién 3.2.3.
“Corridas y parametros” para el capitulo 3 y la seccion 4.2.1. “Corridas y pardametros”
para el capitulo 4.

Para compilar y enlazar los programas correspondientes a los capitulos 2 y 3 se debe

ejecutar en una terminal:
$ make <configuracion>

Para el capitulo 2, el parametro <configuracion> puede tomar el valor de: circulo,
elipsel, elipse2, parabola, hiperbolal e hiperbola2. Para el capitulo 3 puede tomar
los valores anteriores y ademas el valor enfrentados.

Para el capitulo 4 basta con ejecutar en una terminal:
$ make

Una vez compilado y enlazado, se ejecuta en la terminal el siguiente comando que

permite correr el programa:

$ ./main

Archivos de salida

Tanto las concentraciones de las especies —en los capitulos 2, 3 y 4— como los coeficientes
de permeabilizaciéon —en los capitulos 3 y 4— se escriben en disco cada cierta cantidad
(configurable en Entorno.cpp) de iteraciones en el directorio “data/”. Los nombres de los
archivos seguiran el siguiente patron: 2D_foto_N_S.dat, donde N es el contador de tandas
de escrituras en disco y S el nombre de la especie que se instancia en los valores: H, OH,
Na, Cl, Phi, Ex y Ey para los capitulos 2, 3 y 4, y ademéds en P_H, P_.OH, P_Na y
P _Cl para los capitulos 3 y 4. Cada archivo 2D_foto_N_S.dat contiene los valores de cada
nodo de la matriz de la especie S en la foto N, donde la linea 4 del archivo son los valores
de la fila 7 de la matriz.

Para el capitulo 4 también se guardaron en cada iteracién temporal los valores del
voltaje V, la densidad de corriente I, el tiempo t y el At correspondientes en el direc-
torio “data/extra/”. En este caso, los datos fueron guardados linealmente. Para mayor
comodidad al trabajar con los datos de estos archivos, se implement6 el programa parti-
dor_archivos.cpp que los particiona de forma tal de obtener los valores de V, I, t y At
para cada fase de cada pulso. El nombre de los archivos particionados sigue el formato:

S_PulsoN_FaseK.dat, donde S toma los valores voltaje, deltaT, corriente y tiempo, N
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se encuentra en el rango [1,8] y K en el rango [1,4]. Para compilar y enlazar el partidor

de archivos se debe ejecutar en una terminal:
$ make partidor
Para ejecutar el programa, escribir en una terminal:

$ ./partir
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Acronimos

ET Electroporacién

EA Ablacién Electrolitica
ECT Electroquimioterapia
EGT Electroterapia Génica

IRE Electroporacion Irreversible
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campo eléctrico a través del tiempo para una terapia EA con una distribucién
circular de 6 electrodos, 3 4nodos y 3 catodos dispuestos alternadamente con radio
de 5 mm. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamaifio de la
malla espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte
central de la malla. Los puntos de mayor pH coinciden con la ubicacion de los

catodos mientras que los de menor pH coinciden con la ubicacién de los anodos.
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2.5.

2.6.

2.7.

3.1.

3.2.

Prediccién de la distribucién espacial de las concentraciones de CI1~ y Na™ para
una terapia EA con una distribucion circular de 6 electrodos, 3 anodos y 3 catodos
dispuestos alternadamente con radio de 5 mm. La densidad de corriente aplicada
fue de 400 A/m? y el tamaiio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En
ambas figuras se oberva solo la parte central de la malla. Los puntos donde se
alcanza la maxima concentracién de Na™ coinciden con la ubicacién de los catodos
mientras que donde se alcanza la minima concentracién de Nat coincide con la

ubicacion de los anodos. . . . . .. L L e e e e e

Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de C1~, Na™, OH™ y
H™ para una terapia EA con una distribucién circular de 6 electrodos, 3 dnodos y
3 catodos dispuestos alternadamente con radio de 5 mm. La densidad de corriente
aplicada fue de 400 A /m? y el tamafio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?.
El corte fue tomado por la linea que atraviesa un catodo y un énodo ubicados de
manera enfrentada, es decir, por el par dnodo-cdtodo que maximiza la distancia
entre ambos (es equivalente para cualquiera de las 3 elecciones posibles de pares

anodo-catodo). El cdtodo se encuentra ubicado a 7.5 mm del comienzo de la malla

mientras que el anodo se encuentra alos 17.5 mm. . . . . . . . .. ... ...

Comparacion de la prediccién del drea de ablacién entre las 6 configuraciones de
electrodos, 3 dnodos y 3 catodos dispuestos segiin la Tabla 2.2, luego de 180 se-
gundos de simulacién para una terapia EA. La densidad de corriente aplicada fue
de 400 A/m? y el tamaiio de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. Se consi-
der6 que un rango de pH inferior a 5.5 y mayor a 8.5 produce la ablacién del tejido
expuesto a dicho pH extremo. El porcentaje de ablacién fue calculado con respecto

al drea total de la malla: 625 mm?2. . . . . . . . . ...

Relacién entre el pH y el factor de permeabilizacion del tejido segin la ecuacién

3.2, inferida a partir del andlisis de datos experimentales (no se muestran en la

Distribucion de las isolineas del potencial eléctrico para las 6 configuraciones de
electrodos desarrolladas en el Capitulo 2 luego de 180 segundos de simulacién para
una terapia EA. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamaitio de
la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la parte
central de la malla. Los puntos en donde se alcanza el mayor potencial coinciden
con la ubicacién de los anodos mientras que aquellos en donde se alcanza el menor
potencial coinciden con la ubicacién de los catodos. La comparacién con la Figura

2.1 muestra una similitud cualitativa para todas las figuras. . . . . . . . . . . ..
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3.3.

3.4.

3.9.

3.6.

4.1.

Prediccion del avance de los frentes de pH y de la distribucién del campo eléctrico
a través del tiempo para una terapia EA para la distribuciéon circular presentada
en el Capitulo 2. La densidad de corriente aplicada fue de 400 A/m? y el tamafo
de la malla espacial simulada de 25x25 mm?. En las 6 figuras se oberva solo la
parte central de la malla. Los puntos de mayor pH coinciden con la ubicacién de
los catodos mientras que los de menor pH coinciden con la ubicacién de los dnodos.

En relacién con la Figura 2.4 se aprecia que los frentes dcidos avanzan més rapido.

Las 3 imagenes corresponden a una terapia EA de 2 electrodos a corriente constante
de 10 mA luego de 1550 segundos de aplicacién. El dnodo se encuentra ubicado a
izquierda mientras que el catodo se encuentra a derecha, con una separacion entre
ambos de 3.8 cm. En (a) se observan los frentes de electrodesnaturalizacién para
el modelo in vitro CMG (tomada de “Tracking protein electrodenaturation fronts
in the electrochemical treatment of tumors” [73]). En (b) se muestran en conjunto
los frentes de pH y la distribucion del campo eléctrico, resultado de la simulacién
computacional. En (c) se observan los valores del factor de permeabilizacién pp,

también obtenidos mediante la simulaciéon. . . . . . . . ... Lo 0oL,

Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de C1~, Na™, OH™ y
H™ luego de 1550 segundos de aplicacién de una terapia EA a corriente constante
de 10 mA para una configuracién de un énodo y un catodo. El dnodo se encuentra
ubicado a los 3.1 cm mientras que el catodo se encuentra a los 6.9 cm, siendo la

separacion entre ambos de 3.8 cm. . . . . . L. L L 0L 0 e e e e e e e

Seguimiento del frente anédico de electrodesnaturalizacion para el modelo in vitro
CMG (imagen superior, tomada de “Tracking protein electrodenaturation fronts in
the electrochemical treatment of tumors” [73]) y del frente de pH anédico obtenido
mediante simulacién (imagen inferior) luego de 1550 segundos de aplicacién de una
terapia EA a corriente constante de 10 mA para una configuracién de un anodo
y un catodo separados por 3.8 cm. Los valores representan el radio de cada frente

con centro en el &nodo para cada instante de tiempo, en una escala log-log. . . . .

Esquema de aplicacion de pulsos. ON time: se aplica corriente eléctrica. OFF time:
no se aplica corriente eléctrica. T: tiempo de duraciéon de ambos submodelos. V:
amplitud del pulso. La duracién de las fases ON time y OFF time no se encuentran

graficadas a escala. . . . . . . . L L L oL e e e e e e e
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

En ambas figuras se analizan distintos aspectos de las fases 1 y 3 de la simulacién
de una terapia ECT a 1000 V/cm con 2 electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm
de distancia entre si. En la figura (a) se muestra la fase 1 de la simulacién en donde
se aumenta la corriente aplicada hasta alcanzar la diferencia de potencial objetivo
(500 V) entre dnodo y cdtodo mientras que en la figura (b) se observa la fase 3 de
la simulacion en la que se corta el suministro de corriente eléctrica paulatinamente
por lo que el voltaje es llevado nuevamente a 0 V. En ambos casos se observa
que el tiempo requerido para los cambios de fases, y para todos los pulsos, es
despreciable en relacion al tiempo que dura la aplicacién del pulso, simulando el
comportamiento de una onda cuadrada. . . . . . . . ... ..o
Variacion de la diferencia de potencial entre dnodo y catodo a lo largo del tiempo
en la aplicacion de corriente para el primer pulso de la simulacién de una terapia
ECT a 1000 V/cm con 2 electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm de distancia
entre si. Los valores se mantienen dentro del rango de los 500 4+ 0.5 V durante 100
us, tiempo que dura el pasaje de corriente durante la fase 2. . . . . . . . .. ...
Corte unidimensional de la prediccién de las concentraciones de las 4 especies
quimicas modeladas H*, OH—, CI~ y Na™, y del avance de los frentes de pH
luego de la aplicaciéon de cada uno de los 8 pulsos de una terapia ECT a 1000
V/cm con 2 electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm de distancia entre si. El
anodo se encuentra ubicado a los 2.5 mm mientras que el cdtodo se encuentra a
los 7.5 mm, siendo la separacién entre ambos de 5 mm. . . . . . . . ... ...
La imagen superior muestra la prediccion de los valores del factor de permeabili-
zacién una vez finalizada la simulaciéon de una terapia ECT a 1000 V/cm con 2
electrodos enfrentados dispuestos a 5 mm de distancia entre si. La imagen inferior
muestra el modelo vegetal in vivo (rodaja de papa) para la misma terapia. En
ambas figuras, los signos positivo y negativo indican las posiciones del anodo y del

catodo respectivamente. . . . . . L L oL oL L e e e e e e e e e e
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