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Abreviaturas empleadas en la tesis

CED: Corriente eléctrica directa

CG1: Grupo control (tumor de Ehrlich)

CG2: Grupo control (tumor Fibrosarcoma Sa-37)

MPRESS: Suma de cuadrados del error residual multiple pronosticado
PRESS: Suma de cuadrados del error residual pronosticado

PTy: Fase de transicion entre las fases de células tumorales en

suspension y tumor solido.

PT,: Fase de transicion entre el tumor solido activo y el tumor destruido
completamente.

REG-I: Parte de la cinética de crecimiento tumoral antes del tratamiento
con corriente eléctrica directa.

REG-II: Parte de la cinética de crecimiento tumoral después del tratamiento
con corriente eléctrica directa.

REG-Ilay REG-1Ib: Subregiones de REG-II para TG2.

REG-IlIc y REG-Ild: Subregiones de REG-I1I para TG3.

SE: Error estandar

SSE: Suma del cuadrado de los errores

Sl: Primera etapa en la cinética de crecimiento tumoral del grupo
control.

SII: Segunda etapa en la cinética de crecimiento tumoral del grupo
control.

SHI: Tercera etapa en la cinética de crecimiento tumoral del grupo
control.

TD: Tiempo de doblaje promedio del volumen tumoral.

TG1-1: Grupo tratado con 6,7 mA durante 45 min (tumor de Ehrlich).

TG1-2: Grupo tratado con 11,7 mA durante 45 min (tumor de Ehrlich).

TG1-3: Grupo tratado con 17,0 mA durante 45 min (tumor de Ehrlich).

TG2-1: Grupo tratado con 6,7 mA durante 45 min (tumor Fibrosarcoma
Sa-37).

TG2-2: Grupo tratado con 11,7 mA durante 45 min (tumor Fibrosarcoma

Sa-37).
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Sintesis

Sintesis

El cancer es un serio problema cientifico y de salud, para el cual se usan terapias
convencionales y alternativas. La electroterapia con corriente eléctrica directa de baja
intensidad se encuentra entre estas Ultimas. En esta Tesis se estudia, de forma experimental
yl/o teorica, los comportamientos del volumen tumoral y la densidad de corriente eléctrica que
se genera por un sistema de arreglos de electrodos con corriente eléctrica en funcion de
parametros cinéticos y eléctricos. Para esto, se realiza un experimento en el que se evalla la
influencia de la intensidad de la corriente eléctrica directa en las cinéticas de crecimiento de
los tumores experimentales de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 en ratones BALB/c. Se propone
una modificacion a la ecuacion de Gompertz convencional, que se denomina Ecuacién de
Gompertz Modificada, para describir las cinéticas de crecimiento de los tumores no tratados y
tratados después de la aplicacion de la electroterapia. También, se propone un modelo
matematico para visualizar las distribuciones de potenciales, intensidad del campo eléctrico y
densidad de corriente eléctrica, generadas por un sistema de arreglos de electrodos. Los
resultados de esta Tesis demuestran que: 1) Existe un umbral de corriente eléctrica directa por
cada tipo de tumor (Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37) a partir del cual ocurre su remision
completa. También, el porcentaje de regresion de estos tumores y la sobrevida de los ratones
BALB/c se incrementan con el aumento de la intensidad de corriente eléctrica directa. 2) La
Ecuacion de Gompertz Modificada es factible para describir y revelar nuevas informaciones
de las cinéticas de crecimiento de los tumores no tratados y tratados con corriente eléctrica
directa (después de la aplicacion de esta). 3) La aproximacion matematica predice en cierta
aproximacién como dependen las distribuciones de potencial, intensidad del campo eléctrico y
densidad de corriente eléctrica en funcion de la forma y tamafio del arreglo de electrodos,
posicionamiento y polaridad de estos, y de las diferencias de conductividades entre el tumor y
su tejido sano circundante, hecho que permite discernir acerca del lugar mas conveniente para
colocar los electrodos durante la terapia. La descripcion de los comportamientos del volumen
tumoral y la densidad de corriente eléctrica que genera un sistema de arreglos de electrodos

......

estandarizacién de esta terapia experimental.
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Introduccion 1

INTRODUCCION

El cancer se define como un conglomerado de células con autonomia, denominado tumor, que
crece de modo incontrolado, e invade tejidos vecinos y alejados, lo cual causa grandes dafios
al organismo en el que se desarrolla [1]. La carcinogénesis es el proceso que explica la
formacion del cancer a partir de una célula normal [1, 2-5].

Esta enfermedad es la segunda causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial y se le
atribuyen 7,9 millones de defunciones (aproximadamente el 23 % del total de muertes en el
mundo) ocurridas en el afio 2007, segiin las estadisticas de la Organizacion Mundial de la
Salud [6] y la Unidn Internacional contra el Cancer [7]. Estos organismos internacionales
preveen que en el afio 2020 el nimero de casos nuevos y de defunciones aumenten a 16 y
10 millones, respectivamente. En Cuba, el cancer constituye el 23,9 % del total de defunciones
y en Santiago de Cuba el 22,7 % [8], lo que la ubica como la primera causa de mortalidad en
nueve de las catorce provincias del pais y el municipio especial Isla de la Juventud. Estos
datos indican la grave situacion epidemiologica de esta enfermedad como problema social, su
insuficiente conocimiento, y la necesidad de procedimientos terapéuticos y actitudes
diferentes para mejorar la sobrevida y calidad de vida del paciente con cancer.

Las terapias convencionales para el cancer son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia
[1], las cuales son costosas, invasivas, inducen efectos adversos graves en el organismo y no
han dado solucién completa a la cura del cancer, a pesar de sus éxitos. En la actualidad se
desarrollan diferentes procedimientos terapéuticos alternativos para esta enfermedad, los
cuales trabajan a menudo como adyuvantes a los tradicionales. Entre estos pueden
mencionarse: las terapias génica [9] y antiangiogénica [10], vacunas anticancer [11],
tratamiento con megadosis de acido ascorbico [12], hipertermia [13], electroquimioterapia
[14] y electroterapia o terapia electroquimica [15, 16]. La electroterapia consiste en la
aplicacion de una corriente eléctrica directa de baja intensidad (CED), a través de dos o mas
electrodos que se insertan en el interior del tumor y/o en su vecindad [15-18].

La electroterapia tiene cuatro formas de aplicacion: 1) la terapia anddico-catodica (los anodos
y catodos se insertan en el interior del tumor), 2) la terapia de campo (anodos y catodos se
insertan en el tejido sano a una distancia de 8 a 10 mm del borde del tumor), 3) la terapia

anddica (los anodos se insertan en el interior del tumor y los catodos en el tejido sano) y 4) la
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terapia catodica (los catodos se insertan en el interior del tumor y los anodos en el tejido sano)
[15-18].

En 1776, Eason propone por primera vez que la electricidad puede tener un papel importante
en el tratamiento del cancer [19]. En la década del 60-70, Schauble y Habal establecen los
primeros fundamentos cientificos y tecnoldgicos de la electroterapia en el cancer [20]. En
1978, Nordenstrdm aplica por primera vez la electroterapia en pacientes con cancer de
pulmoén [21]. A partir de estos estudios, se observa un niimero creciente de investigaciones
experimentales (in vitro, in vivo y clinicos) y tedricas (modelaciones matematicas) [17, 22,
23]. Xin y cols. [18] reportan la experiencia en el tratamiento de tumores benignos y malignos
con CED en mas de 20 000 pacientes, en China. Los resultados de este trabajo son notables,
pero con insuficientes avances en lo referente a fundamentos, mecanismos y estandarizacion
del procedimiento terapéutico.

Los estudios in vitro demuestran que el tratamiento anddico induce apoptosis y el tratamiento
catodico produce lisis celular [24, 25]; las alteraciones en las estructuras celulares varian en
dependencia del tiempo de duracion de la terapia y la polaridad de los electrodos [26]; el
medio alrededor del catodo es basico mientras que alrededor del anodo es acido [27]; la
apoptosis se inicia por la generacion de especies reactivas del oxigeno inducidas por la CED
[28].

Los estudios in vivo evidencian la ocurrencia de diferentes alteraciones bioquimicas alrededor
del anodo y del catodo [29]; presencia de necrosis en el area tratada [30]; variacion de la
toxicidad celular en dependencia de la distancia entre los electrodos y la polaridad [31];
incremento de la destruccion tumoral y disminucion de los dafios en el organismo, cuando los
electrodos se insertan en la base del tumor, en secuencia de d&nodos y catodos [32]; diferencia
de sensibilidad de los diferentes tipos de tumores, a la CED [33]; presencia de apoptosis y
necrosis alrededor del 4nodo, y solo necrosis alrededor del catodo [34]. Resultados similares
se reportan en estudios clinicos en tumores malignos superficiales y viscerales [35, 36]. Los
estudios in vitro e in vivo (animales y humanos) demuestran que la electroterapia es segura,
efectiva, poco traumatica, de bajo costo, con efectos colaterales minimos y compatible con
otros procedimientos terapéuticos. También, esta terapia experimental se emplea cuando los

métodos convencionales fracasan o no pueden aplicarse debido al bajo estado de validez fisica
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del paciente [35, 36]. Es importante destacar que la electroterapia generalmente se aplica una
sola vez.

Estas investigaciones se han encaminado fundamentalmente a la evaluacion de la efectividad
antitumoral de la CED y de los efectos adversos que se inducen en el organismo por la accion
citotoxica de esta; asi como a la explicacion de sus posibles mecanismos de accion
antitumoral. Sus resultados demuestran que el efecto antitumoral de la CED depende de la
posicion de los electrodos y la carga eléctrica que se aplica [37], y este se potencia cuando la
CED se combina con otras opciones terapéuticas como la quimioterapia [38], inmunoterapia
(por ejemplo, TNF-a) [39], radioterapia [40], hipertermia [41], laser [42], ultrasonido [43] y
soluciones salinas [44].

La muerte celular que se observa en el tumor tratado con CED se debe a la induccion de
apoptosis y/o necrosis en este [45, 46]. La misma se ha intentado explicar a partir de diferentes
mecanismos antitumorales de la CED, tales como: induccion de fuerzas bioeléctricas en el
tumor [17, 20]; cambios en el potencial bioeléctrico [47]; cambios en el pH y la temperatura
del tumor [48, 49]; cambios en el potencial transmembrana de las células tumorales [50, 51];
ionizacion del tejido tumoral [52]; produccion de sustancias toxicas provenientes de las
reacciones electroquimicas [22]; deposicion del material del electrodo en el tumor [53];
estimulacion del sistema inmune [54]; extraccion de agua del tejido por electro-6smosis [22,
48]; y las reacciones electroquimicas (fundamentalmente aquellas que involucran a las
especies reactivas del oxigeno) y la estimulacién del sistema inmune [17].

Estos posibles mecanismos antitumorales de la CED se proponen a partir de las diferentes
condiciones experimentales que establecen cada autor. En cada uno de estos estudios, se
reporta el uso de una dosis de CED, un tiempo de exposicion y una configuracion especifica
de electrodos. En los estudios que reportan el uso de mas de una intensidad y tiempo de
exposicion de la CED, y la combinacion de esta con otros procedimientos terapéuticos,
generalmente, no se observa la remision completa en todos los tumores, salvo en un nimero
pequeiio de animales.

Lo antes expuesto sugiere que no existe un consenso en cuanto al uso de los pardmetros que se
emplean para la aplicacion de la terapia ni los mismos se han optimizado. El establecimiento
de estos pardmetros Optimos mediante la realizacion de experimentos resulta costoso en

tiempo y recursos materiales. Una via que permite proponer, en minutos u horas,



Introduccion 4

configuraciones de arreglos de electrodos y dosis de CED 6ptimos, o los mas cercanos a estos,
son las modelaciones matematicas.

En la Oncologia, los modelos matematicos se usan en la simulacion de: la cinética de
crecimiento de los tumores [55, 56], el crecimiento espacial y temporal de la fase avascular del
tumor [57, 58], la interaccion y competencia del tumor con el sistema inmune [58, 59], entre
otros. Los modelos Logistico, Richards, Weibull, Bertalanffy y Gompertz se aplican para
describir la cinética de crecimiento tumoral, siendo este ultimo el que mas se emplea [55, 56].
En el campo de la electroterapia, las modelaciones matematicas estan encaminadas a explicar
diferentes procesos que se inducen en el tumor después que se aplica la CED, tales como:
cambios de pH [23]; reacciones fisico-quimicas alrededor de los electrodos [60], disipacion de
potencia en el tumor después de aplicada la CED [61]. También, en este campo, las
modelaciones se emplean para describir las cinéticas de los tumores tratados después de la
aplicacion de la CED [17, 62] y disefiar configuraciones de electrodos [63]. Ninguno de estos
modelos relaciona los parametros eléctricos de la electroterapia con los cinéticos del tumor.
Tampoco abordan las distribuciones del potencial, intensidad del campo eléctrico y densidad
de corriente eléctrica en funcion de las diferencias de conductividades y permitividades
existentes entre el tumor y el tejido sano circundante y de los parametros del arreglo de
electrodos (posicionamiento, niimero y polaridad de los electrodos, tamafio y geometria) que
permita la maxima destruccion del tumor con el minimo dafo al organismo.

Lo antes mencionado sugiere que a pesar de los resultados promisorios de la electroterapia en
tumores malignos y benignos, existen dos razones fundamentales que impiden que esta se
establezca en la Oncologia clinica como un procedimiento terapéutico oncoespecifico mas:
1) el pobre entendimiento del mecanismo de accion antitumoral de la CED; y 2) la falta de
estandarizacion de la terapia por tipo de tumor, tamafio y estadio. Esta ltima razén se debe a
que no se ha establecido el rango de dosis de CED ni el arreglo de electrodos Optimo que
permitan lograr la maxima destruccion del tumor con el minimo dafio al organismo. Estas
problematicas sugieren que se hace necesario proponer experimentos y modelos matematicos

que aborden estas problematicas.
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Problema cientifico

(Cuales son los comportamientos, de forma experimental y/o teodrica, del volumen tumoral y
la densidad de corriente eléctrica que se genera por un sistema de arreglos de electrodos con
corriente eléctrica en funcion de parametros cinéticos y eléctricos de manera tal que se pueda

iniciar la estandarizacion de esta terapia experimental?

Hipatesis

La descripcion de los comportamientos del volumen tumoral y la densidad de corriente
eléctrica que genera un sistema de arreglos de electrodos con corriente eléctrica en funcion de
parametros cinéticos y/o eléctricos permitiria iniciar la estandarizacion de esta terapia

experimental.

Objetivo general
Estudiar, de forma experimental y/o tedrica, los comportamientos del volumen tumoral y la
densidad de corriente eléctrica que se genera un sistema de arreglos de electrodos con

corriente eléctrica en funcion de parametros cinéticos y eléctricos.

Objetivos especificos
1. Evaluar la influencia de la corriente eléctrica directa en las cinéticas de crecimiento de los
tumores malignos de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, en ratones BALB/c, después de la

aplicacion de la misma.

2. Proponer una modificacion al modelo de Gompertz convencional para el ajuste de los
datos experimentales de la cinética de crecimiento de los tumores malignos de Ehrlich y

fibrosarcoma Sa-37 después de la aplicacion de la corriente eléctrica directa.

3. Modelar las distribuciones de potencial, intensidad del campo eléctrico y densidad de
corriente eléctrica, generadas por un arreglo eliptico de electrodos, en el tumor y el tejido

sano circundante, visualizdndola mediante el uso de un programa de calculo.
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Novedad cientifica del tema y aportes del autor

1. Por primera vez, se demuestra, de forma experimental y teorica, la existencia de un umbral
de corriente eléctrica directa para el cual los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37
alcanzan sus remisiones completas después de la aplicacion de la misma, manteniendo

constante los otros parametros de la terapia.

2. Por primera vez, se hace una modificacion a la ecuacion de Gompertz convencional para
describir las cinéticas de crecimiento de diferentes tipos de tumores experimentales
después de la aplicacion de la corriente eléctrica directa y la obtencion de informaciones

nuevas en la cinética de los mismos.

3. Por primera vez, se propone un modelo fisico-matematico que visualiza como dependen
las distribuciones del potencial, intensidad del campo eléctrico y la densidad de corriente
eléctrica generadas por un arreglo eliptico de electrodos en funcion de las diferencias de
conductividades existentes entre el tumor y el tejido sano, el posicionamiento, polaridad y
cantidad de electrodos. También este modelo permite proponer la posible configuracion

optima del arreglo de electrodos y su generalizacion a cualquier conica.

Esta Tesis se estructura en: Aspectos tedricos (Capitulo 1), Métodos experimentales y tedricos
(Capitulo 2), y Resultados y Discusion (Capitulo 3). Se exponen también: Introduccion,

Conclusiones, Recomendaciones, Referencias bibliograficas citadas y las del autor, y Anexos.
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CAPITULO 1: ASPECTOS TEORICOS

1.1. Cinética de crecimiento en tumores malignos

Los tumores malignos estan constituidos por células cancerosas, y el comportamiento anormal
de los mismos es el reflejo de lo que ocurre en las unidades que lo conforman. Estas células
cancerosas, a diferencia de las normales, se distinguen por poseer: multiplicacion
incontrolada, comportamiento invasivo, alto consumo energético, predominio del metabolismo
anaerobio, modificaciones de las propiedades inmunologicas, microambiente acido e hipoxico,
potencial transmembrana menor, entre otras [1, 2-5, 64].

La transformacion de la primera célula normal, en célula cancerosa desencadena la formacion
de la neoplasia maligna mediante el proceso de carcinogénesis, el cual consta de varias etapas.
Cada una de las etapas de este proceso esta acompanada de diferentes cambios morfologicos,
bioquimicos y genéticos [1, 3, 4].

La figura 1 representa las posibles etapas y diferentes eventos moleculares que se involucran
en la carcinogénesis, una vez que se induce una lesiébn genética por un agente carcindgeno
quimico, bioldgico y/o fisico [1-3, 65, 66]. De forma general, gran parte de la comunidad
cientifica internacional acepta dos teorias que intentan explicar el desarrollo primario del
cancer: la teoria de las especies reactivas del oxigeno y radicales libres; y la teoria genética.
La primera establece que el proceso de carcinogénesis se puede iniciar por el dafio que
inducen las especies reactivas del oxigeno y radicales libres en el 4dcido desoxirribonucleico, a
nivel de las bases puricas y pirimidicas. También los radicales libres se relacionan con la
apoptosis y las alteraciones del ciclo celular [1, 67-69]. La teoria genética revela que las
mutaciones criticas, supresiones o translocaciones que producen los carcindogenos antes
mencionados, ocurren en un conjunto de tumores malignos y se relacionan especificamente
con los genes. Los oncogenes (por ejemplo, V-Src, v-ras) y los genes oncosupresores (por

ejemplo, p53) abren una alternativa para explicar los mecanismos de la carcinogénesis [1, 63].
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Figura 1. Esquema simplificado que ilustra las etapas y eventos moleculares involucrados en la

carcinogénesis [1].
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La formacion de una masa tumoral a partir de una célula transformada es un proceso complejo
en el que intervienen factores tales como: la cinética del crecimiento de las células cancerosas,
la angiogénesis, la progresion y heterogeneidad de los tumores malignos, entre otros [1, 5]. El
crecimiento progresivo y la velocidad de crecimiento en los tumores malignos estan
determinados por el exceso de produccion de células, en relacion con la pérdida de estas [1].
Los estudios preclinicos y clinicos indican que durante la etapa inicial del crecimiento tumoral
la mayoria de las células transformadas estan en proliferacion. A medida que el tumor crece,
las células lo abandonan en nimero siempre creciente, por desprendimiento o por carencia de
nutrientes, por diferenciacion o por inversion hacia la fase Gy (quiescente) o G; (crecimiento)
del ciclo celular. Por tanto, cuando el tumor se hace detectable clinicamente, la mayoria de las
células (80 %) no forman parte del conjunto de células proliferantes [1, 2].

El tiempo de doblaje del volumen del tumor constituye un factor importante para el estudio del
crecimiento tumoral. Este factor se emplea para cuantificar la velocidad de crecimiento del
tumor, el cual es un parametro que se utiliza con fines de pronoéstico y para la evaluacion de
los efectos terapéuticos de las diferentes modalidades de tratamiento existentes [1]. El tiempo
de doblaje del volumen del tumor depende del tiempo del ciclo celular de las células
proliferantes (en muchos tumores es igual o incluso mas largo que el de las células normales
correspondientes), la fraccion de crecimiento y los factores de pérdida celular (apoptosis,
necrosis, exfoliacion y metastasis), segun la ecuacion de Steel [70]. La velocidad de
crecimiento de los tumores es proporcional a su grado de diferenciacion, por lo que los
tumores mas malignos crecen de forma mas rapida. Esta velocidad depende fundamentalmente
de la fraccion de crecimiento, del grado de desequilibrio entre la produccion y la pérdida
celular, y de la angiogénesis [1, 2].

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes. Este es un proceso complejo en el que se encuentran implicados distintos tipos
de células, factores u hormonas paracrinas, receptores, moléculas de sefalizacion y de la
matriz extracelular. El mismo también involucra procesos que comprenden la movilizacion y
migracion de las células endoteliales, los factores proangiogénicos y la reorganizacion
vascular en estructuras tubulares. Diferentes experimentos demuestran que el crecimiento
tumoral in vitro e in vivo depende de la angiogénesis, la cual tiene un efecto doble en el

crecimiento y propagacion del cancer ya que por una parte aporta elementos nutritivos y
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oxigeno, y por otra, las células endoteliales recién formadas estimulan el crecimiento de las
células tumorales adyacentes [1, 64, 71, 72].

Los tumores no pueden crecer mas de 2 mm de didmetro si no estan vascularizados, siendo
esta probablemente la maxima distancia de difusion del oxigeno y los nutrientes a partir de los
vasos sanguineos. El tumor no puede seguir creciendo sin la angiogénesis debido a que la
hipoxia provocaria la apoptosis a través de la activacion del gen p53 (inhibe la angiogénesis a
través de la estimulacion de la sintesis de la molécula antiangiogénica trombospondina-1) [1,
71-73].

En un tumor soélido, al igual que en los tejidos normales, los vasos sanguineos nutren a las
células tumorales. Sin embargo, a diferencia de los vasos sanguineos normales, la vasculatura
del tumor tiene organizacion, estructura, y funcién anormales. La microcirculacion anormal en
los tumores también lleva a la aparicion de un microambiente caracterizado por la hipoxia y
acidosis, las cuales impiden la efectividad de tratamientos antitumorales como la radioterapia
y la quimioterapia [74].

En los tumores malignos se han establecido dos fases cronologicas: la fase avascular y la fase
vascular. Las capacidades de invasion y metastasis del tumor dependen de la angiogénesis. El
aumento de la masa tumoral, la neoformacién vascular y el caracter fenestrado de los
neovasos, favorecen el paso de células tumorales a la circulacion sanguinea. La potencialidad
angiogénica de las células tumorales se encuentra distribuida de forma heterogénea en los
diferentes clones celulares que integran el tumor, por esta razon el proceso de metéstasis y su
posterior crecimiento en el 6rgano diana, dependera de la capacidad angiogénica de los clones
celulares que pasen a la circulacion sistémica [71-74].

Los vasos sanguineos son un componente importante del estroma tumoral por lo que la
angiogénesis constituye un factor prondstico en muchas neoplasias humanas. Por este motivo,
en la Oncologia clinica, se considera que existe una correlacién importante entre el numero y
la densidad de los vasos sanguineos, con los estados metastasicos, tamano del tumor, tipo
histologico y por consiguiente con el grado de malignidad tumoral. Estudios recientes
sugieren que las células tumorales no solo producen factores angiogénicos, sino que también
producen moléculas antiangiogénicas (trombospondina 1 y proteina HIV-1 Tat) o inducen su
produccion en otras células. De esta forma queda controlado el crecimiento de los tumores por

un equilibrio entre los factores estimulantes e inhibidores de la angiogénesis [1, 71-74].
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El conocimiento de las causas y las bases moleculares del cancer, permitira trazar acciones

médicas mas racionales para su profilaxis y terapéutica en un futuro inmediato [1].

1.2. Uso terapéutico de la corriente eléctrica directa en la medicina y el céncer:
antecedentes historicos

Los estudios sobre la electricidad tienen sus inicios en los trabajos de Thales, en el afio 600
a.n.e., quien descubre que el &mbar, cuando se frota, atrae cuerpos ligeros. En el afio 1660, el
Dr. Gilbert publica el libro De Magnete [19, 75]. En el siglo XVIII, se dan importantes
acontecimientos sobre el uso de la electricidad, entre los cuales se encuentran los trabajos de
Galvani, Volta, Ohm y Ampere, entre otros. En los afios 20 del siglo XIX, se sientan las bases
de la teoria de la electricidad, impulsandose el uso de la CED en las diferentes ramas de la
ciencia y la técnica. En 1920, Ingvar demuestra que las células in vitro reaccionan bajo la
accion de la corriente galvanica. Este es el primer intento para explicar el modo de accion de
este agente fisico sobre el tejido biologico [19, 75].

El uso de la electroterapia en la Medicina comienza en los afos 70 del siglo XVIII con los
trabajos de Le Dru, Maunduyt de la Verenne, Bertolon y Mesmer, quienes utilizan esta terapia
para la cura de algunas enfermedades [17, 75-77]. En 1776, Eason propone por primera vez
que la electricidad puede tener un papel importante en el tratamiento del cancer [19]. Reis y
Henninger demuestran en 1953 el efecto antitumoral de la CED en el tumor de Ansen y
concluyen que esta se puede utilizar en el tratamiento de las neoplasias malignas [78]. En
1959, Humphrey propone por primera vez una aproximacion biofisica para explicar la
marcada regresion de los tumores malignos cuando se les aplica CED [47]. En las décadas de
los 60 y 70, Schauble y Habal [20] explican que la regresion de las neoplasias malignas se
debe a fuerzas bioeléctricas que se inducen en los tumores tratados con CED. A partir estos
trabajos iniciales, el uso de la CED en el tratamiento cancer y el desarrollo tecnoldgico
asociado a estas tienen un auge vertiginoso, que se evidencia en el creciente nimero de
estudios realizados in vitro [25, 79-82], en animales [83-87] y en humanos [88-91] sobre el

efecto antitumoral de la CED.
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¢Por queé la Electroterapia en tumores?

e Los tumores tienen biopotenciales negativos mientras los del tejido sano son positivos [17,
20, 77].

e Los tumores tienen menor impedancia, mayor conductividad y permitividad eléctrica, y
menor potencial transmembrana que su tejido sano circundante [17, 44, 77].

e Las células cancerosas tienen un campo microeléctrico negativo en su entorno, ademas del
bioquimico [22, 35, 77, 92].

e Los tumores malignos y benignos son mas sensibles a la CED que el tejido sano que los
rodea porque son mas conductores desde el punto de vista eléctrico [79-95].

e El grado de malignidad de las células cancerosas, el fallo del mecanismo de inhibicion por
contacto, entre otras alteraciones biologicas del tumor se asocian con el incremento de la

conductividad eléctrica y el potencial transmembrana bajo [17, 77].

1.2.1. Estudios in vitro

Veiga y cols. [24] reportan los efectos del tratamiento catédico (catodo en contacto con las
células) y anodico (dnodo en contacto con las células) con electroterapia en células HL60.
Estos autores aplican una CED de 2 mA y tiempos de exposicion de 2; 4; 6; 8 y 10 minutos. El
tratamiento catdédico produce predominantemente lisis celular; sin embargo, el tratamiento
anddico induce apoptosis y provoca daio irreversible de la membrana. El estudio muestra que
la necrosis es el mecanismo principal de muerte celular. Estos resultados indican que la
naturaleza de los productos de las reacciones catddicas o anddicas influye en los mecanismos
de muerte celular inducidos por los compuestos toxicos derivados de la accion de la CED.
También, este grupo de investigacion [26] emplea las mismas condiciones experimentales
para evaluar las reacciones que ocurren en células mastocitoma P815. Con los resultados de
este estudio concluyen que este tratamiento afecta la viabilidad celular y produce marcadas
alteraciones en las estructuras vitales de las células, las cuales varian en dependencia de la
duracion del estimulo y la polaridad de los electrodos.

Kurokawa y cols. [25] aplican la variante anodico-catodica con electroterapia para valores de
intensidad de CED de 0; 0,03; 0,2; 0,5; 2,4 6 5 mA y tiempos de aplicacion de 0-90 minutos
en las lineas celulares de leucemia humana HL-60, ML-1, U-937, MUDAR-4 y EOL-1. Estos

investigadores reportan regresion tumoral y muerte celular por apoptosis.
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Tang y cols. [27] emplean cuatro variantes (S V+5C, 10V+5C,5V+10Cy 10V +10C)
para evaluar el mecanismo de la electroterapia en células HeLa. Los resultados demuestran
que el medio alrededor del catodo es basico y en este se elevan los niveles de los cationes K,
Ca®" y Mg”*", mientras que alrededor del anodo el medio resulta acido y se reduce el anién CI",
También, observan aumento del porcentaje de células en la fase G; del ciclo celular,
disminucion de la poblacion celular en la fase de S, reduccién de los niveles de ciclina D1y
no detectan cambios significativos en los niveles de las ciclinas B1, CDK1 o CDK4. Estos
investigadores demuestran que la eficacia de la electroterapia se puede correlacionar con el
grado de ionizacion y la alteracion en la escala del pH.

Wartenberg y cols. [28] reportan que la apoptosis que se observa en los tumores durante y
después de la aplicacion de la CED se inicia a partir de las especies reactivas del oxigeno

inducidas por este agente fisico.

1.2.2. Estudios en animales

Li y cols. [29] utilizan un &nodo y un catodo para aplicar una CED con intensidad de 30 mA
durante 69 minutos. Estos investigadores demuestran la existencia de diferentes alteraciones
bioquimicas, alrededor del anodo y del catodo, en el tumor tratado. Alrededor del anodo se
observa hemoglobina acida, hidratacion del tejido, presencia de iones hidrogeno producto de
la electrélisis del agua, y desprendimiento de oxigeno y cloro, a partir de los cuales explican la
formacion del acido clorhidrico, responsable del pH acido (pH = 2); mientras en el catodo
reportan hemoglobina basica, deshidratacion del tejido, presencia de iones hidroxilo producto
de la electrolisis del agua, y desprendimiento de hidrogeno, a partir de los cuales explican la
formacion del hidroxido de sodio, responsable del pH basico (pH = 12). En la zona intermedia
entre los electrodos y las alejadas de estos, no se encuentran diferencias significativas entre el
pH y la concentracion de agua en los tumores tratados con CED y los no tratados. Se concluye
que el efecto electroquimico de la electroterapia ocurre solamente alrededor de los electrodos.
Von Euler y cols. [31] estudian los hallazgos macroscopicos, histopatologicos y
ultraestructurales en higado. Para esto, aplican una CED de 1; 5 y 25 mA de intensidad y
utilizan dos tipos de arreglos de electrodos: con dos electrodos (anodo y catodo) y 4 electrodos

(dos anodos y dos céatodos). Los resultados demuestran que después de aplicada la CED se
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observa apoptosis y necrosis en el tumor, alrededor del &nodo, mientras que en torno al catodo
solo se observa necrosis.

Gu y cols. [92] utilizan dos electrodos (un catodo y un é4nodo) y aplican una intensidad de
CED de 10 mA durante 100; 500 y 1 000 segundos, respectivamente. Estos investigadores
reportan apoptosis seis horas después que se aplica la terapia y el nimero maximo de células
apoptdticas a las 12 horas post-tratamiento. También, sus resultados muestran que la necrosis
incrementa linealmente con el tiempo durante las primeras 96 horas después de aplicada la
CED. Este ultimo hallazgo es consistente con el que reporta Bergues [17].

Chou y cols. [32] emplean diferentes variantes para estudiar la efectividad de la electroterapia,
donde colocan los electrodos perpendiculares al tumor: 1) un 4nodo y un catodo para aplicar
5; 8; 10 y 20 C durante 60 minutos; 2) cuatro &nodos con un catodo en el centro (10 6 15 C);
3) cuatro catodos con un anodo en el centro (10 6 15 C). Luego, estos investigadores cambian
la orientacion de los electrodos y los colocan paralelos al tumor. Para ello, utilizan las
siguientes variantes: 1) un catodo insertado en la base del tumor y un anodo a través del centro
de este y 2) dos catodos insertados en la base del tumor y dos anodos a través del centro de
este. En este caso la carga eléctrica aplicada fue de 4,1-15 C. Los resultados de este estudio
confirman que la insercion de los electrodos en la base del tumor y el uso de la secuencia
alterna de anodos y catodos, inducen un campo eléctrico uniforme en todo el tumor que
incrementa significativamente su destruccion y disminuye los dafios en el organismo después
de aplicada la electroterapia. También, estos autores reportan la relacion ntmero de
electrodos/tamanio del tumor, en funcion del area de necrosis efectiva alrededor de los
electrodos (2 cm). A partir de este estudio, la inmensa mayoria de los investigadores utilizan
este tipo de configuracion de electrodos [17, 29, 83, 84].

Ren y cols. [37] investigan la influencia del espacio entre los electrodos y la dosis al aplicar la
electroterapia en tumores de mama MTF-7, en ratas. Para realizar este estudio, colocan los
electrodos paralelos a la base del tumor y en secuencia alterna. El nimero de electrodos que
utilizan depende del tamafo del tumor. Para aplicar la electroterapia emplean una carga de 0;
40; 60; 80 y 100 C. Los resultados muestran que la terapia induce la necrosis tumoral.
También, reportan que las respuestas del tumor a esta terapia, el control local, la tasa de
supervivencia, y los porcentajes de la necrosis incrementan significativamente con el aumento

de la dosis de CED.
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Turler y cols. [93] estudian la efectividad de la electroterapia, en funcion de la polaridad y la
dosis de CED, en metastasis de higado en ratas. Estos autores aplican la CED a través de cinco
electrodos de platino colocados dentro del tumor y emplean cuatro variantes de tratamiento:
anodo en el centro (60 y 80 C/ecm’) y catodo en el centro (60 y 80 C/cm’). El analisis
histologico de los higados revela una destruccion significativa de las metastasis, con presencia
de necrosis en todos los grupos tratados. Los mejores resultados se obtienen en el grupo
tratado con un 4nodo en el centro y una dosis de 80 C/cm’. Este grupo concluye que el dafio
en el tumor se relaciona con la dosis de CED y no con la polaridad del electrodo central.
Griffin y cols. [96] utilizan dos variantes de tratamiento: 1) anodo en el interior del tumor y
catodo fuera de este y 2) catodo en el interior del tumor y anodo fuera de este fuera de este. En
ambos casos, la intensidad de CED aplicada es de 1-4 mA durante 30-90 minutos. Estos
investigadores reportan que el porcentaje de necrosis del tumor incrementa de forma lineal
con la intensidad de la CED (hasta 5 mA). Esta misma dependencia la reportan Wemyss-
Holden y cols. [97] pero hasta 10 mA. En estos dos estudios, ni en los restantes de la literatura
[79-95], no se evidencia si esta dependencia es lineal o no por encima de 10 mA. Tampoco
reportan el umbral de intensidad de CED a partir del cual se obtiene el 100 % de necrosis
tumoral con el dafio minimo al organismo inducido por la accién citotdxica de la CED.

SerSa y cols. [54] reportan que en los organismos inmunocompetentes la efectividad
antitumoral de la CED es mayor que la obtenida en los inmunodeficientes. Este resultado
indica que el sistema inmune puede estar involucrado en la destruccion de los tumores
malignos; sin embargo, en este estudio no se discuten a profundidad las causas de la
activacion de este sistema después de aplicada la electroterapia. Jarm y cols. [98] explican este
hecho por el proceso de isquemia/reperfusion que se observa en los tumores tratados con
CED.

En los estudios preclinicos se emplean diferentes modelos de animales (ratones, ratas,
hamsters, perros, cerdos) y tumores experimentales (Ehrlich, fibrosarcomas, sarcomas,
melanoma B16, SV-40, Adeno-12, AML-4, Hepatoma Morris, 3924-A) [79-98]. Los
resultados de estos estudios se corroboran en las investigaciones clinicas y se verifican
mediante el empleo de diferentes técnicas hematoldgicas e inmunoldgicas [99, 100],

histopatolégicas [101, 102] y mediante técnicas de imagenologia tales como: Resonancia
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Magnética Nuclear de Imagenes (RMNI) [90, 103], Espectroscopia Infrarroja Cercana [98],
Bioimpedancia Eléctrica [104] y Bioimpedancia Magnética [105].

1.2.3. Estudios clinicos

En 1978, el Dr. Nordenstrom [21] reporta el primer trabajo sobre el uso clinico de la
electroterapia en pacientes con cancer de pulmon. Este autor atribuye el efecto antitumoral de
esta terapia a los productos toxicos provenientes de las reacciones electroquimicas que se
inducen en el tumor. A partir de este trabajo, el uso y estudio de la electroterapia se ha
extendido con éxito a pacientes con otros tipos de tumores malignos viscerales y superficiales,
en diferentes paises tales como: China, Alemania, Suecia, Corea, Japon, Argentina, Eslovenia,
Francia, Israel, Australia, Grecia, Espana, Dinamarca, EE.UU, Brasil, Venezuela, Cuba,
Rusia, México y Egipto [15, 88-91, 94, 95].

El trabajo mas completo que se realiza en la clinica es el de Xin y cols. [18, 94], quienes han
tratado mas de 20 000 pacientes con diferentes tipos de tumores. Ellos modifican la
metodologia de colocacion de los electrodos propuesta por el Dr. Nordenstrom, mediante la
insercion de varios anodos en el centro del tumor y el mismo niimero de catodos en la parte
externa del tumor. Luego, Xin y cols. [18, 94] modifican su técnica por medio de la insercion
de los anodos y catodos dentro del tumor (anodos en el centro y catodos en la periferia) para
potenciar el efecto antitumoral y proteger al tejido sano circundante de la accion citotoxica de
la CED. Finalmente, estos investigadores modifican otra vez este proceder terapéutico
mediante la insercion de dnodos y catodos en forma alterna (separados a 2 cm) a lo largo del
diametro mayor del tumor [18, 94]. Los resultados de este estudio muestran que la
electroterapia se puede emplear satisfactoriamente en pacientes con tumores benignos y
malignos inoperables o en los cuales fracasan la cirugia, radioterapia y/o quimioterapia.

Xin y cols. [18, 94] reportan que la efectividad del tratamiento en los tumores benignos es
mayor que en los malignos. Este grupo también evidencia que la efectividad de la terapia es
mayor en los tumores superficiales que en los viscerales. También, demuestran que la
efectividad terapéutica de la CED es significativamente superior en pacientes con tumores
malignos de estadios I y II (90,7 %) que en estadios III y IV (68,8 %). En ese trabajo se

sugiere que la electroterapia se debe combinar con la radioterapia, quimioterapia y/o
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inmunoterapia para aumentar su efectividad en el tratamiento de neoplasias malignas
primarias y metastasis [18, 94].

Liu y cols. [95] investigan el mecanismo y la efectividad de la electroterapia en 33 pacientes
con cancer en fase avanzada. Los resultados muestran que las células tumorales de las fases
G1, Go/M, S del ciclo celular y las células aneuploides son eliminadas y que la proporcion de
apoptosis es muy elevada después de aplicada la terapia. Ellos concluyen que esta terapia
puede eliminar células tumorales de forma no selectiva e inducir apoptosis, en concordancia
con los resultados que reportan Gu y cols. [92] en ratones portadores del tumor SCC-7.

En Alemania [106], reportan el uso de la electroterapia (hasta el afo 2004) en 608 pacientes
con tumores malignos y benignos. Los resultados de este estudio muestran 82 % de respuesta
completa (407 pacientes), 9 % de respuesta parcial (55 pacientes) y 7 % de enfermedad estable
(46 pacientes).

Respecto a las variables propias de esta terapia experimental, se utilizan diferentes dosis de
CED (intensidad y tiempo de aplicacion), nimero y posicion de electrodos, numero de
aplicaciones, tipos de terapia, y aplicacion de la CED sola o combinada con las modalidades
terapéuticas convencionales para el tratamiento del cancer [15, 16, 41, 46, 107, 108].

Todo los estudios in vitro, in vivo y clinicos expuestos anteriormente muestran la diversidad
de criterios que existen en cuanto al modo de utilizacion y combinacion de los diferentes
parametros que conforman la electroterapia (ver Anexo 1). Esta falta de consenso en lo
referente al uso de los pardmetros de la terapia impide su estandarizacion e posterior

implementacion en la Oncologia clinica.

Ventajas de la electroterapia

1- La electroterapia es segura, efectiva, induce efectos (o eventos) adversos minimos al
organismo, de bajo costo y se aplica cuando los métodos convencionales (cirugia,
quimioterapia y radioterapia) y otros en experimentacion (inmunoterapia, vacunas
terapéuticas, hipertermia) fracasan (no dan la respuesta objetiva esperada) o no pueden
aplicarse (bajo estado de validez fisica del paciente) [15, 18, 21, 35, 36, 77, 94].

2- Los efectos o eventos adversos que se reportan son minimos: 1) Ligero dolor durante la

terapia; 2) Fiebre debido al marcado proceso inflamatorio que se induce en el tumor;
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3) Infeccion de la ulcera post-tratamiento por necrosis y 4) Dafios a los vasos sanguineos
si los electrodos se insertan cerca de los mismos [15, 18, 21, 94].

En Cuba, el costo de produccion del estimulador de CED oscila entre 500 USD (si no es
automatizado con una PC) y 1 000.00 USD (con salida a una PC) [17]. Ademas, estos
equipos se pueden fabricar, mantener y reparar por cualquier instituciéon que fabrique o
repare aborden los equipos médicos. El costo de estos equipos en el mercado internacional
oscila entre 1 000.00 y 10 000.00 USD porque se le incluyen otros moédulos para el
monitoreo de la frecuencia cardiaca y respiratoria, presion sanguinea, entre otros
parametros [18, 94].

Las dosis que habitualmente se usan en quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia se
reducen de 1/8 a 1/10 cuando se combina con la electroterapia [21, 22, 27, 38].

Existe una buena correspondencia entre los resultados de la preclinica y la clinica en
cuanto a las dosis que se usan en esta terapia experimental y a los hallazgos
histopatologicos del tumor e histoldgicos del tejido sano que se inducen en estos durante y

después de la aplicacion de la CED [83-95].

A pesar de los resultados promisorios y las ventajas de la electroterapia en el cancer, no existe

un consenso entre los autores en cuanto a su mecanismo de accion antitumoral por lo que se

han propuesto varios, entre que se encuentran:

La induccion de fuerzas bioeléctricas en el tumor [17, 20].

Cambios en el potencial bioeléctrico [17, 73, 109, 110].

Cambios en el pH del tumor alrededor de los electrodos [34, 35, 77, 80].

Induccién de apoptosis [28, 45, 92].

Cambios en el potencial transmembrana de las células tumorales [17, 35, 77, 111].
Ionizacion del tejido tumoral [112].

Produccion de sustancias toxicas provenientes de las reacciones electroquimicas [29, 35,
717, 101].

Deposicion del material del electrodo en el tumor debido a la aplicacion de la
electroterapia [53, 113].

Estimulacion del sistema inmune [17, 77, 114].

Extraccion de agua del tejido por electro-6smosis [22, 48, 92].
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e Accion simultanea de las reacciones electroquimicas que ocurren en el tumor
(fundamentalmente las que involucran a las especies reactivas del oxigeno) y la

potenciacion del sistema inmune [17].

1.3.  Simulacion matematica y su importancia en la planificacion terapéutica

La revolucion en las ciencias naturales, ocurrida en los ultimos dos siglos, ha sido posible en
gran medida al uso de las matematicas como una herramienta poderosa para describir los
fendomenos naturales. El progreso en esta direccion requiere del esfuerzo de grupos
multidiciplinarios formados por matematicos, fisicos y quimicos que colaboran estrechamente
con bidlogos y médicos. La relacion entre el experimento y la teoria, permite que los modelos
sean mas realistas, esto conduce a un entendimiento mas profundo de los procesos bioldgicos.
La Oncologia matematica, nueva rama de la matematica aplicada, tiene como objetivo
principal desarrollar herramientas para la simulacién que contribuyan al entendimiento de la
dindmica de crecimiento de los tumores no perturbados y perturbados, y propuesta de
estrategias de tratamiento 6ptimas individualizadas [55].

Las técnicas estadisticas que se aplican a los datos experimentales pueden revelar si un
procedimiento particular produce una respuesta significativa o si existe correlacion entre los
fenomenos observables. Al establecer las causas de la aparicion de estas correlaciones surgen
los requerimientos para el postulado de las hipotesis, en las cuales estan involucrados los
procesos fisicos y la forma en que estos interactian. Los experimentos bioldgicos necesitan
probar tales hipdtesis que en muchas ocasiones consumen tiempo, son costosas y/o imposibles
de verificar con las tecnologias existentes. En tales casos, la modelacion matematica puede
tener un papel intermediario para proporcionar una verificacion independiente de la
consistencia de la hipotesis. Si un modelo es incapaz de reproducir el experimento, entonces la
hipbtesis original se debe revisar antes de continuar. También, los modelos matematicos
pueden mejorar el disefio experimental, resaltando las mediciones y la informacion adicional
que se necesitan para probar una teoria particular [57, 58].

En el caso particular del cancer se han desarrollado diferentes modelos fisico-matematicos,
que se dirigen fundamentalmente a la simulacion de: la carcinogénesis e incidencia del cancer
[57, 58, 115], los mecanismos de adhesion en la metastasis del cancer [58, 116], las

interacciones dindmicas y estaticas entre el endotelio y las células circulantes en el cancer
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[58], la modelacion matematica de invasion del tejido [58, 59, 116], el crecimiento espacial y
temporal de la fase avascular del tumor [57, 58, 116, 117], la interacciéon y competencia del
tumor con el sistema inmune [58, 59, 116], la matriz extracelular [58, 116, 118], el desarrollo
de la angiogénesis tumoral y de la antiangiogénesis [57, 58, 116, 119, 120], el analisis multi-
escala de la dinamica de las terapias antiangiogénica [58, 116, 120], la influencia del
microambiente en el crecimiento tumoral [58, 121], el transporte intersticial en los tumores
solidos [58], el analisis de la hipersensibilidad a la quimioterapia en un modelo autdémata
celular al sistema inmune [58], los sistemas reaccion-difusion [58], la cinética de crecimiento
de los tumores [55-58, 116, 122-125], entre otros. Byrne [57] reporta, en el periodo
comprendido entre 1954 y 2004, las etapas y los trabajos mas relevantes en la historia de la
modelacion matematica en el cancer.

Modelos como el logistico, Gompertz, Richards, Weibull y Bertalanffy son extensamente
estudiados y se aplican a una gama amplia de estudios médicos y biologicos [54, 55].
Precisamente, el modelo de Gompertz es el que més se utiliza para describir la dindmica de
crecimiento de los tumores no tratados [55-58, 70, 116, 122-128]. La ecuacion de Gompertz
convencional se obtiene de resolver la siguiente ecuacion diferencial (1) con la condicion
inicial Vge (t=0) = V,, dada por:

dVge
dt

Vec
=aVee = BVec ln[v_j (1)

0
y su solucion es

a 1_e*lf‘)

Vee () =V, e’ 2)
donde Vgc (t) (en mm’) describe la dependencia temporal (t, en dias) del volumen del tumor
maligno no tratado con un agente externo y Vy (en mm®) su volumen inicial. El parametro a
(en dias™) es la velocidad de crecimiento intrinseca del cancer (relacionada con la razén de
mitosis inicial de las células tumorales) y B (en dias™) se interpreta como su velocidad de
retardo del crecimiento (que se relaciona de forma importante con el proceso de
antiangiogénesis [1, 71-73]). La sobre-expresion de la angiostatina en los tumores malignos
incrementa la apoptosis de las células cancerosas y disminuye la densidad de sus vasos

sanguineos, lo cual puede permitirle al sistema inmune, vencer la resistencia inmune del

cancer [1, 2, 71-73].
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Una relacion explicita entre los parametros oy  se puede establecer si en la ecuacion (2) se
sustituye la condicion Vgc (t = TD) = 2V, dada por
_ fBln2

i ey ©
donde TD (tiempo de doblaje promedio del volumen del tumor), es el tiempo que transcurre
para que el tumor duplique su volumen inicial y se obtiene de forma directa a partir de la
cinética de crecimiento de los tumores malignos no tratados. El TD se relaciona con los
parametros cinéticos que caracterizan el crecimiento tumoral, de acuerdo con la ecuacion de

Steel [70].

1.3.1. Modelacién matematica en el tema de electroterapia y cancer

La modelacion matematica en el tema de electroterapia en cancer se ha explotado muy poco y
queda mucho por hacer [62, 129-135]. Nilsson y cols. [129, 130] modelan los procesos de
transporte, las diferentes reacciones electroquimicas y los cambios de pH que ocurren
alrededor de los electrodos durante el tratamiento con electroterapia. En estos trabajos se
demuestra la validez del modelo para predecir el perfil de pH alrededor del catodo después
que se aplica la CED. Los resultados de las simulaciones revelan la fuerte correlacion
existente entre los perfiles de pH y el tamafio de las lesiones medidas experimentalmente.
Turjanski y cols. [23, 60] trabajan en la modelacion de las variaciones de pH y el transporte de
iones. Estos autores proponen un modelo que predice un perfil de pH neutro inicial que
evoluciona hacia alcalino en el catodo y acido en el anodo, excluyendo la existencia de una
region de pH bioldgico entre ellos. Este modelo también predice que el aumento del campo
eléctrico, provoca el crecimiento de la escala de pH. Estos investigadores proponen que las
areas de necrosis se pueden correlacionar con las zonas alcalinas y acidas, con el fin de
predecir la magnitud de la destruccion del tumor y evaluar la efectividad de la electroterapia.
Tello y cols. [131, 132] proponen un modelo conductor para la neoplasia maligna. En este
modelo las fuerzas bioeléctricas que se inducen en el tumor juegan el papel antitumoral
fundamental. Sin embargo, dicho modelo no tiene en cuenta el potencial finito en el centro del
tumor maligno, medido por Miklav¢i€ y cols. [133]. El hecho de que el tejido tumoral maligno
sea mas electronegativo que su tejido sano circundante no lleva necesariamente a concluir que

las fuerzas bioeléctricas sean las responsables de la regresion de los tumores malignos, segun
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los resultados experimentales de Schauble y Habal [20]. Estos resultados no explican la
destruccion espacio-temporal que se induce en el tumor y evidencian la contradiccion acerca
del papel de estos biopotenciales en el crecimiento de los tumores tratados.

Vodovnik [111] explica el cambio en el potencial transmembrana por la induccion en la
membrana de una corriente eléctrica no lineal que provoca una repolarizacion del tejido,
alrededor del catodo, y una despolarizacion alrededor del anodo; sin embargo, en este trabajo
no se hace una discusion de un modelo biofisico que explique tales resultados ni tampoco a
partir de estos se puede explicar la destruccion espacio-temporal que se induce en el tumor.
Miklav¢i€ y cols. [134] propone un célculo, por elementos finitos, de la densidad de corriente
eléctrica y densidad de potencia que se induce en el tumor por la acciéon de la CED. Sin
embargo, este estudio no muestra la forma en que dependen estos dos parametros en funcion
de los otros que forman parte de la electroterapia.

Existen dos trabajos que intentan describir la cinética de crecimiento de los tumores
perturbados con CED [17, 62] y un trabajo muy reciente que propone un nuevo tipo de
configuracion de electrodos [135].

Un primer intento por ajustar los datos de la cinética de crecimiento de los tumores tratados
con electroterapia es el que proponen Miklav¢i€ y cols. [62], quienes demuestran que la
inclusion de un polinomio de segundo grado en esta ecuacion permite ajustar los datos
experimentales de crecimiento de los tumores tratados con CED sola. Este ultimo andlisis
revela la existencia de dos procesos antitumorales cada uno con una constante de tiempo.
También, estos autores incluyen un polinomio de tercer grado para ajustar los datos
experimentales cuando la CED se combina con la bleomicina. Ninguno de estos dos modelos
muestra las dependencias explicitas de los parametros de la terapia (dosis y tiempo de
exposicion) cuando esta se aplica sola o combinada con la bleomicina. Tampoco los mismos
describen las diferentes respuestas de los tumores malignos tratados con CED sola o
combinada, ni a partir de estos se puede establecer una ley (o dependencia) tnica del volumen
tumoral en funcion de los parametros de la terapia. Este ultimo hecho se puede explicar
porque a polinomios de grados 2 y 3 le pueden corresponder una o mas funciones matematicas
y como un resultado la cinética de crecimiento de los tumores tratados con CED se puede
describir para mas de una funcion matematica. Esto sugiere que el problema no tiene una

solucién Unica, aspecto que se considera muy poco probable en el orden biofisico.
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Bergues [17] propone una modificacion a la ecuacion de Gompertz convencional que
relaciona el volumen del tumor tratado con CED en funcion de los parametros de la terapia y
del tumor. Esta modificacion describe bien los datos experimentales en tumores murinos y es
el primer intento de establecer una dependencia explicita entre el volumen del tumor después
de que de la aplicacion de la CED con los parametros cinéticos del tumor y los de la terapia.
Este autor asume que los parametros o y 3 de la ecuaciéon (2) dependen de la intensidad de la
CED y concluye que las diferentes respuestas post-tratamiento de los tumores dependen de la
razén de la intensidad de la CED (i) y la corriente que se induce en el tumor (i), que se
denomina (i/i,). También, Bergues [17] reporta una dependencia explicita del parametro
modificado B con (i/i,) en la cual aparecen picos para determinados valores de esta razon, los
cuales pueden mimetizar una posible transicion de fase o la potenciacion de elementos
antiangiogénicos que se manifiesta de forma rapida. Sin embargo, este modelo presenta las
siguientes limitaciones: 1) es empirico y se ajusta directamente sobre los datos
experimentales. 2) Ninguno de los trabajos tedricos y experimentales que se publican en los
temas de CED y cancer, angiogénesis y antiangiogénesis, revelan la existencia de tales picos.
Olaiza y cols. [135] proponen un nuevo tipo de configuracién de electrodos para estudiar los
frentes de pH de uno y dos electrodos separados a 1 mm; sin embargo, en este estudio no se
aborda las dependencias del potencial, intensidad del campo eléctrico y densidad de corriente
eléctrica con los parametros del arreglo de electrodos ni tampoco como estos influyen en la
cinética de crecimiento de los tumores.

Por otro lado, se reportan dos trabajos que modelan las distribuciones del potencial y la
intensidad del campo eléctrico en un tumor plano, generadas por una configuracion circular de
seis electrodos para tratar el cancer con electroquimioterapia (terapia que combina las drogas
terapéuticas con un campo eléctrico de alta intensidad) [63, 136]. Aunque estos trabajos no se
relacionan de forma directa con la electroterapia, el formulismo matematico que proponen
estos autores se puede extender para el disefio de arreglos de electrodos que se usan en
electroterapia. En este caso, el mismo tiene las siguientes limitaciones: 1) considera al tumor
circular y como un solo medio; sin embargo, la mayoria de los tumores planos en los estudios
preclinicos y clinicos desarrollan una forma eliptica y los mismos estan embebidos en el tejido

sano [1, 17, 18]. 2) No tienen en cuenta las diferencias de conductividades entre el tumor y el
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tejido sano circundante, que se miden por la técnica experimental de Bioimpedancia eléctrica

[105, 137-140].

1.4. Problematicas existentes

A pesar de todas las bondades a las que se han hecho referencia, cabe preguntar ;Por qué la

electroterapia no se ha establecido en la Oncologia Clinica como una terapia definitiva? Luego

de realizar una revision critica exhaustiva de los resultados experimentales y teoricos que se
citan en la literatura especializada, se encuentra que:

e El mecanismo de accion antitumoral de la CED es poco entendido.

e La electroterapia no se ha estandarizado por las dos razones siguientes: 1) no se conoce de
forma experimental ni teérica la dosis umbral de CED, por tipo de tumor, para la cual el
tumor alcanza su remision completa. 2) También, no se conoce de forma experimental ni
teorica el arreglo de electrodos Optimo que maximice la destruccion del tumor con el
minimo dafio al organismo.

Es por lo anterior que en esta Tesis se propone el siguiente problema cientifico: ;Cuéles son

los comportamientos, de forma experimental y/o teorica, del volumen tumoral y la densidad de

corriente eléctrica que se genera por un sistema de arreglos de electrodos con corriente
eléctrica en funcion de parametros cinéticos y eléctricos de manera tal que se pueda iniciar la

estandarizacion de esta terapia experimental?
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CAPITULO 2. METODOS EXPERIMENTALES Y TEORICOS

2.1. Caracteristicas generales de la investigacion

Es importante sefialar que esta Tesis se sustenta a partir de dos de las recomendaciones que se
proponen a la anteriormente defendida [17], que se relacionan con el esclarecimiento en el
orden experimental y tedrico de la influencia de la intensidad de CED y su forma de
distribucion, a través de los electrodos que se insertan en el tumor, en la destruccion eficiente
de este con el minimo dafio al organismo. Esta Tesis se apoya en una extensa revision
bibliografica, fundamentalmente en el periodo entre el 2000 hasta el afio en curso.

El Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio suministra el biomodelo
experimental (ratdn inmunocompetente e isogénico BALB/c). Su transportacion, conservacion
(en cajas plasticas dentro de un local climatizado, a una temperatura de 20 + 3 °C, y una
humedad relativa entre el 62 y 65 %) y control microbioldgico, se realizan segin las Normas
de Calidad que se establecen en la institucion proveedora y se verifica mediante el Certificado
de Salud que emite la misma. El cuidado y uso de los animales se realiza segun las guias que
se muestran en [141]. El sacrificio de los animales se realiza por dislocacion cervical acorde a
la Norma ISO 10993-2 [142].

El Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia y el Centro de Inmunologia Molecular
suministran los modelos de tumores experimentales de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37,
respectivamente. Estos se transportan en termos especiales con nitrégeno liquido.

El tumor de Ehrlich es un carcinoma mamario que se caracteriza por poseer extensas areas de
necrosis, gran numero de células anaplasicas, estroma escaso y alto indice mitdtico [143].

El tumor fibrosarcoma Sa-37 se origina a partir del tejido conectivo fibroso y esta formado por
fibroblastos inmaduros o células anaplasicas indiferenciadas [144].

En la parte experimental se realizan dos réplicas del experimento original para el tumor
fibrosarcoma Sa-37, en los cuales se mantienen las mismas condiciones experimentales. El
disefio y desarrollo de cada experiencia se hace de manera que se cumpla con la regla de las
3R (reduccion, reproducibilidad y repetitividad) que rigen las buenas practicas metodologicas.
En la figura 2 se muestra la metodica general que se sigue, a través del siguiente diagrama de

flujo, que da cumplimiento a los objetivos que se proponen en esta Tesis.
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Condiciones higiénicas

METODICA Condiciones amblentalesg
Y : Y
Local, materiales y animales, Temperatura del local: 20 + 3 °C
segiin Normas ISO 10993-2, ISO i Humedad relativa: 62 - 65 %
10993-11 ¢ ISO 10993-12. :
Regidn de inoculacién:
Linea isogénica de raton [« »: dorsolateral derecha
v Viabilidad: 95 %
BALB/c
Peso: 18 - 20 gramos
1 Cepas de tumores [--------- |
Sexo- Macho Cepas de Itumores ]
Edad: 6-8 semanas N A fommmmmmm s ) SR .
' Ehrlich ' 1 fibrosarcoma Sa-37 |
g PP,
Parametros bioldgicos v v
Hallazgos peritumorales. Concentracion celular: Concentracion celular:
. . 5x10° células viables. 1x10° células viables.
Porcentaje de reduccion |«
del tumor.
4 o o e,
Tiempo de doblaje del CINETICA DE | Parametros constantes de la terapia E
tumor. CRECIMIENTO E - Volumen inicial del tumor (V,) !
1 - Tipo de terapia: anddico-catddica. '
Teoria il ' - NUmero de electrodos: 4. |
- I - Forma de insercion de los electrodos: a lo i
v Experimentos | ~~» largo del eje mayor del tumor en secuencia !
Modificaciéon de la E alterna (positivo-negativo-positivo-negativo). !
Ecuacion de Gompertz Vo TiempO de eXpOSiCién: 45 minutos. '
! ' - Numero de aplicaciones de la terapia: 1. i
Visualizacion del potencial, o ) A
intensidad del campo '

i Parametro variable de la terapia

eléctrico y densidad de i Intensidad de la corriente eléctrica directa (i)
corriente eléctrica en el B e e T '

tumor y tejido  sano <
circundante fibrosarcoma Sa-37 (i: 0-20 mA)
GC2: Grupo control (n = 10)
GT1: 6,7 mA y 45 min (n = 10)
il (D v GT2: 11,7 mA y 45 min (n = 10)
GC2: Grupo control (n=8) \%) GT3:148mA y45 min (n = 10)
GT2:11,7mAy45min (n=9) < Réplicas > V. = 0.4974 J
GT3: 14,8 mA y 45 min (n = 9) o= nem
~ 3
Vo= 0,4764 cm ! Ehrlich (i: 0-20 mA)

GC1: Grupo control (n = 10)

fibrosarcoma Sa-37 Hallazgos GT1: 6,7 mA y 45 min (n = 10)

GC2: Grupo control (n = 8) adicionales en GT2: 11,7 mA y 45 min (n = 10)
GT2: 117 mAy45min(n=8) o | | la cinética de GT3: 17.0 mA y 45 min (n = 10)
GT3: 14,8 mA y 45 min (n = 8) @ crecimiento de V.0 5602 em?

V, = 0,4805 cm’ tumores. -

Figura 2. Diagrama de flujo.
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2.2. Cinética de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 tratados con
diferentes intensidades de corriente eléctrica directa
Para darle cumplimiento al Objetivo 1, se realiza un estudio en 40 ratones BALB/c machos
(6-8 semanas de edad y 18-20 gramos de peso) portadores del tumor de Ehrlich (Grupo 1) y en
otros 40 ratones portadores del tumor fibrosarcoma Sa-37 (Grupo 2). Ambos grupos se
dividen, de forma aleatoria, en cuatros subgrupos cada uno formado por 10 animales. Para el
Grupo 1, los subgrupos que se forman son: subgrupo control (GC1), subgrupo tratado con
6,7 mA durante 45 min (GT1-1), subgrupo tratado con 11,7 mA durante 45 min (GT1-2) y
subgrupo tratado con 17,0 mA durante 45 min (GT1-3). Para el Grupo 2, los subgrupos son:
subgrupo control (GC2), subgrupo tratado con 6,7 mA durante 45 min (GT2-1), subgrupo
tratado con 11,7 mA durante 45 min (GT2-2) y subgrupo tratado con 14,8 mA durante 45 min
(GT2-3). También, la dosis de 19,5 mA durante 45 min se aplica en seis tumores de Ehrlich y
seis tumores fibrosarcoma Sa-37. Otros valores de intensidad de CED, en el rango de 1 a
20 mA, se usan para el tratamiento de ambos tipos de tumores.
Se utiliza el arreglo anoddico-catodico con cuatro electrodos: dos anodos (electrodos con
polaridad positiva) y dos catodos (electrodos con polaridad positiva) que se insertan a lo largo
del diametro mayor del tumor a una distancia de 3 mm entre ellos, en secuencia alterna.
También en el grupo control se insertan cuatro electrodos, en la base de los tumores, sin
aplicar la CED (0 mA). Esta forma de insercion de los electrodos es la que mas se emplea en
estudios preclinicos [83-87] y clinicos [88-91].
Para la insercion de los electrodos se introducen los trocars (formados por un mandril rodeado
de una cédnula plastica) en la base del tumor. Luego, se retiran los mandriles y las cénulas
plasticas quedan insertadas en el tumor. Los electrodos se pasan a través de las cénulas
plasticas hasta que quedan completamente insertados en el tumor. Posteriormente, las canulas
plasticas se retiran hasta el borde del tumor con el objetivo de aislar al electrodo del tejido
sano circundante. Con esto se garantiza que el electrodo solo este en contacto con el tumor.
Los electrodos Pt-Ir 90/10 (Medicotest, Dinamarca) son suministrados por el Departamento de
Biofisica de la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia y a través de ellos se le aplica al
tumor la CED generada por el electroestimulador ONCOCED B&E-00 [17]. El diametro de
los electrodos es 0,7 mm y su longitud 20 cm. Los mismos se limpian y esterilizan con alcohol

antes de su uso.
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El volumen inicial de los tumores para la aplicacién de la terapia es aproximadamente 0,5 cm’.
Cuando los tumores alcanzan aproximadamente este volumen, se aplica un solo estimulo de
CED a los ratones BALB/c (dia cero). La corriente se monitorea continuamente y se
incrementa paso a paso, por intervalos de dos minutos, hasta alcanzar la intensidad de CED
que selecciona el investigador, la cual se mantiene constante durante el tratamiento. El voltaje
se monitorea de forma continua y se varia entre 5 y 25 V, acorde con el cambio de la
resistencia del tejido, durante la aplicacion de la CED. La carga eléctrica total volumétrica
(Q, en C/em’) se calcula en tiempo real mediante la expresion: Q = 1Texp/Vo, donde 1 es la
intensidad de la CED que se aplica, Texp €s el tiempo de exposicion de la terapia y Vj es el
volumen inicial del tumor al aplicar la terapia. El tratamiento se detiene después que
transcurre el tiempo de aplicacion de la CED. En este caso, la CED se disminuye paso a paso,
durante dos minutos, hasta que su intensidad es cero.

El promedio y el error estandar de la media (ES) de las variables bajo estudio se calculan en
cada uno de los grupos experimentales. El ES se calcula mediante la formula ES = DS / Jn,

donde DS es la desviacion estandar y n el nimero de muestras.

Los tumores solidos de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 se preparan a partir de sus formas
asciticas, y se inician en la region dorsolateral derecha de los ratones BALB/c, por inoculacion
subcuténea de 5x10° y 1x10° células viables, respectivamente, en 0,2 ml de solucion salina al
0,9 %. La viabilidad celular en ambos tipos de tumores es del 95 % y se determina por el
método del azul tripan. El conteo celular se realiza mediante el empleo del hematocitometro.
Los cortes histologicos de cada tumor se realizan de acuerdo al didmetro mayor. Los mismos
se fijan en una solucion de formol al 10 % y se procesan por el método de la parafina. Cada
corte se divide en cuatro campos microscOpicos para calcular el porcentaje de necrosis a través
de la lente panoramica. Este porcentaje se calcula como la relacion entre el area de necrosis y
el area total del tumor, multiplicada por 100 %.

La tincion con hematoxilina y eosina se utiliza para evaluar la presencia de necrosis. Las
laminas tefiidas se examinan bajo un microscopio de luz marca Olimpus.

La conservacion, inoculacion y control microbioldgico de los tumores; el establecimiento de
las condiciones higiénicas (locales, materiales y animales de laboratorio); la recogida y
conservacion de la informacion (datos, tablas y graficos); la determinacion de los hallazgos

peritumorales y del tumor; asi como de los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos de la
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sangre se realizan mediante los Procedimientos Operativos de Trabajo que se establecen en el
Departamento de Investigaciones y los Servicios de Anatomia Patologica y Laboratorio
Clinico, todos pertenecientes al Hospital Docente Oncologico “Conrado Benitez”, de Santiago
de Cuba. También, se siguen las normas que establece la Guia para la Realizacion de
Investigaciones Preclinicas Biologicas con Equipos Médicos [145].

En cada uno de los experimentos, el volumen de los tumores se calcula por la formula del
volumen de un elipsoide.

_rmabc

6

y

4)

donde a, b y ¢ son los tres didametros perpendiculares del tumor que se miden con un pie de rey
de 0,05 mm de precision. Ademas, se calcula el Porcentaje de Regresion, PR (en %), en cada
grupo tratado mediante la formula:
PR = {—Vm Y }100% 5)
VO
donde Vj es el volumen inicial y Vi, es el volumen minimo que alcanza el tumor después de
la aplicacion de la CED. La férmula (5) determina cuanto disminuye el volumen del tumor con
respecto a Vo una vez que este alcanza V.
Para la evaluacion del papel de la intensidad de la CED en la cinética de crecimiento del tumor
se varia solo este pardmetro y se mantienen constantes los otros: tipo de organismo, tipo de
tumor (tamafio y variedad histologica), arreglo de electrodos (cantidad, polaridad,
posicionamiento y distribuciéon de los electrodos), tiempo de exposicion y numero de
aplicaciones de la terapia.
Para el analisis estadistico de los diferentes resultados se utiliza el paquete estadistico SPSS
version 11.5 para Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, 2005). Para la comparacion de los
volumenes de los tumores tratados con CED y sus respectivos controles se utiliza el Criterio
estadistico no paramétrico de suma de rango de Mann-Whitney de una cola, con un nivel de
significaciéon oo = 0,05. El andlisis de sobrevida de los animales tratados, con respecto a los
controles, se realiza mediante el empleo del Criterio de Kaplan y Meier, para un nivel de
significacion o = 0,05. La razon de sobrevida (en %) de los ratones portadores de ambos tipos
de tumores, se determina para cada grupo experimental y esta se define como la razon entre el

nimero de animales vivos y el nimero total de animales.
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2.2.1. Réplicas de la cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 tratado con
diferentes intensidades de corriente eléctrica directa

Dos réplicas del experimento original se realizan en ratones BALB/c portadores del tumor
fibrosarcoma Sa-37, manteniendo las mismas condiciones experimentales. En las mismas, s6lo
se hace un estudio cinético de los tumores con la finalidad de reproducir la posible existencia
de una dosis umbral de CED. En cada réplica, se forman tres subgrupos experimentales: un
subgrupo control, un primer subgrupo tratado con 11,7 mA durante 45 min y un segundo
subgrupo tratado con 14,8 mA durante 45 min.

Para la Réplica 1 (R1), el nimero total de ratones es 26 y se subdividen en: 8 en el subgrupo
control (GC-R1), 9 en el primer subgrupo tratado (GT2-2R1) y 9 en el segundo subgrupo
tratado (GT2-3R1). La terapia se suministra cuando los tumores alcanzan un volumen inicial
aproximado de 0,4764 cm’.

Para la Réplica 2 (R2), el numero total de ratones es 24 y se subdividen en: 8 en el subgrupo
control (GC-R2), 8 en el primer subgrupo tratado (GT2-2R2) y 8 en el segundo subgrupo
tratado (GT2-3R2). La terapia se suministra cuando los tumores alcanzan un volumen inicial

aproximado de 0,4805 cm’.

2.3. Modificacion de la ecuacion de Gompertz convencional

Para darle cumplimiento al Objetivo 2, se propone una modificacion a la ecuacién de

Gompertz convencional, para describir las cinéticas de crecimiento de los tumores después de

la aplicacion de la CED. En este caso, la cual se asume que:

1. El tumor es un sistema complejo que resulta de las complejas interacciones que acontecen
en el mismo y las que este establece con el organismo [1, 146-148].

2. El parametro o en la ecuacion (1) se modifica porque este pardmetro se afecta durante y
después de la aplicacion de la CED por la induccion de necrosis y/o apoptosis en el tumor
[17,29-32,41, 48, 81-92].

3. El parametro B no se modifica, en una primera aproximacion, por la falta de evidencias
experimentales y tedricas que demuestran que la efectividad antitumoral de la CED esta

directamente relacionada con la estimulacion del proceso de antiangiogénesis [24, 32, 77].
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4. La ecuacion diferencial de Gompertz modificada coincide con la convencional para el caso
particular de ausencia de la intensidad de CED, i = 0 (principio de correspondencia de la
Fisica).

5. La existencia de una corriente de polarizacion (i,) en el tumor solido en analogia a un
dieléctrico real (permitividad mayor que 1 y conductividad eléctrica mayor que 0), si se
tienen en cuenta los resultados experimentales con el uso de la Bioimpedancia eléctrica
[137, 138, 149-151].

6. Las diferentes tipos de respuestas del tumor tratado con CED dependen de la razoén i/i,.

7. El tumor se relaja exponencialmente (¢ ") mediante el mecanismo de la relajacion
dieléctrica. En este caso, la polarizacion desaparece cuando el agente externo se retira.

Estas consideraciones permiten modificar la ecuacion diferencial de Gompertz convencional

(1) dada por

av'(t) _ V (1) V (t)

T [05 )} ) (6)
con
a = [a1 (1 —e )+ az]a (6a)

e
{1_%} (6¢)

donde V'(t) representa el volumen del tumor en el tiempo después de la aplicacion de la CED.
El parametro o es la razon de crecimiento modificada del tumor debido a la accion de la
CED. El parametro a*" es la derivada de a* con respecto al tiempo t. La razéon o* /a* es la
velocidad de cambio de a*. Los parametros o y B se definen en la ecuacion (2). El parametro i
(1> 0) es la intensidad de la CED que fluye a través del tumor por la diferencia de potencial
que se aplica entre los electrodos. El parametro i, (i, > 0) es la corriente de polarizacion que
aparece en el tumor debido a la polarizacion inducida en este durante la aplicacion de la
terapia. El parametro y es la razon de decrecimiento exponencial del efecto neto inducido en el

tumor después que se aplica la CED. El inverso de y es una constante de tiempo que
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caracteriza la duracion de tal efecto. a; y @, son parametros adimensionales que dependen solo
de la razdn i/i,.

La razon o*’/a* se introduce en la ecuacion (6a) para describir el proceso de expansion
(o*’/a* > 0) o contraccion (a*/o* < 0) del volumen tumoral después que se aplica la CED.

La estructura de a* se propone para describir la primera parte [a;(1 — ¢ ")a,] de la cinética de
crecimiento de los tumores tratados después de la aplicacion de la CED y segunda parte

La Ecuacion de Gompertz Modificada (EGM) resulta de resolver la ecuacion (6) con la

condicién inicial V' (t = 0) = V,, dada por

Vi) =V, [T ™

La EGM es valida para después que se aplica de la CED; sin embargo, en cierta aproximacion
esta ecuacion se puede aplicar desde el momento que termina la aplicacion de la CED porque
el tiempo de exposicion de la terapia (20 minutos - 3 horas) se desprecia al ser comparado con
el tiempo de observacion en estudios preclinicos (1-20 dias) [17, 22, 83-87, 92] y clinicos
(30 dias - 10 afios) [15, 18, 22, 94]. Otro aspecto de interés es que el volumen tumoral no
cambia significativamente durante la aplicacion de la terapia por lo que se puede asumir, en
una buena aproximacion, V, es el mismo al inicio y final de la terapia.

Las dependencias explicitas de los parametros a, B, y € i, con i, en la ecuacion (7), y las que
estos establecen entre si, no se conocen de forma experimental ni tedrica. Este hecho permite
considerar, en una primera aproximacion, que los mismos son constantes y no dependen de i.
Ademas, los valores de a, B, v € i, son los que tiene el tumor después de la aplicacion de la
CED.

La ecuacion (7) revela que la EGM es multiparamétrica ya que contiene cuatro parametros: a,
B, vy e i,. Para evaluar su factibilidad en el ajuste de los datos experimentales de las curvas de
crecimiento de los tumores no tratados y tratados después de la aplicacion de la CED, se

tienen en cuenta los siguientes criterios estadisticos:
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(a) La suma del cuadrado de los errores (SSE, del inglés Sum Square Error) es la medida de
cuanto varia V' respecto a V", dada por:
< 7k « \2
SSE =X (7 - 7)) ®)
j=1
donde Vj* es la j-ésima medicion del volumen medido en un tiempo discreto t;, j = 1; 2; ...; n.

5k .o . ,
V, es el j-ésimo valor del volumen estimado del tumor, n es el nimero de puntos

experimentales. La menor suma de los cuadrados de los errores se obtiene cuando SSE se

minimiza en un algoritmo de optimizacion Marquardt-Levenberg [152].
(b) El error estandar (SE, del inglés Standard Error) es el SSE normalizado que resulta de la

eliminacién de los efectos de un nimero de puntos experimentales (n) y un numero de

parametros del modelo (k). La expresion matematica de SE es

)

(c) El objetivo del analisis de regresion es encontrar un modelo que sea simple (relativamente

pocos parametros) y proporcione un buen ajuste de los datos. El coeficiente ajustado de
determinacién multiple (7”) se emplea para balancear el costo del uso de mas parametros
contra la ganancia en el coeficiente de determinacién multiple o bondad de ajuste (%), dado

por

2
r2=1—:__]1€(1—r2)=(n_121r_k_k+1 (10)

, , 2 . . .y
donde £ es el numero de pardmetros. 1 se calcula por la siguiente expresion

n

2 (I;j* N Vj* )Z

1-r% = = (11)

El ajuste se considera satisfactorio cuando 7’ > 0,98. Altos valores de 7, significa un buen

ajuste.
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(d) La suma de cuadrados del error residual pronosticado (PRESS, del inglés Predicted
Residual Error Sum of Squares) es una medida de cuan bien un modelo de regresion predice
los datos ausentes y se calcula mediante la suma de los cuadrados de los errores de prediccion
(las diferencias entre los valores pronosticados y observados) para cada observacion (excepto
la inicial), con ese punto eliminado del célculo de la ecuacion de regresion. En el caso de las n
mediciones del volumen tumoral en el tiempo, la prueba se ejecuta (n-1) veces y se calcula el
promedio:

n-l , 2

Z [(Vj*) N V;}

PRESS =~ (12)
n—k

donde (17/_*) es el valor estimado de Vj* cuando el modelo se obtiene sin la j-ésima

observacion, y n es el numero de puntos experimentales.

() La suma de cuadrados del error residual multiple pronosticado (MPRESS, del inglés
Multiple Predicted Residual Sum Error of Square), mide la capacidad del modelo de predecir
la dinamica del proceso del volumen tumoral después de cierto periodo de observacion. En
contraste a PRESS, el cual remueve solo una medicion de un conjunto de datos
experimentales, MPRESS [ecuacion (13)] remueve las tltimas (n-m) mediciones. EI modelo
se ajusta a los primeros m puntos experimentales medidos (m = 3; 4 6 5) y entonces a partir de
los parametros del modelo calculado, el error entre los valores del volumen tumoral estimado
y medido en los (n-m) puntos restantes se calcula. MPRESS se determina para un periodo de
observacion de 60 dias.
Z [(Vj*) - Vj*]z

MPRESS (m) = £ (13)

El valor medio (1_4 ) y su error estandar de la media (EEA) del volumen del tumor en el tiempo,
de los parametros de la EGM y de los errores de cada uno de estos parametros se reportan por
cada grupo experimental. Las féormulas que se utilizan para el célculo de los mismos vienen
dadas por:

>4,

4= (14)

n
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DE
EE, =4 (15)

7

donde DE , es la desviacion estandar, dada por

(16)

En este caso, A puede ser V(t), Vo, a, B, v, 1o, SSE, SE, raz, PRESS, MPRESS, y los errores de

cada parametro. Los parametros de la EGM y sus errores se obtienen del ajuste individual de
cada cinética de crecimiento en cada grupo experimental.

La cinética de crecimiento tumoral completa (desde el momento de la inoculacion de las
células tumorales en el organismo hasta el fin del experimento) es posible describirla a partir
de la EGM y los datos experimentales de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37
(Topico 2.2). Para esto, la misma se divide en dos regiones bien definidas: REG-I y REG-II.
La REG-I (definida antes de la aplicacion de la CED) comprende el tiempo desde la
inoculacion de las células tumorales (t = 0 dias) hasta el momento en que el tumor se perturba
con CED, lo cual ocurre cuando este alcanza un volumen V, (volumen inicial seleccionado
por el investigador). La REG-II (definida después de la aplicacion de la CED) incluye el
tiempo desde que el tumor se perturba con CED hasta el final del experimento.

Para la descripcion de la cinética de crecimiento tumoral completa se sigue la siguiente
metodologia: primeramente se interpolan los datos experimentales que corresponden a la
REG-II para cada grupo experimental, con diferentes intervalos de tiempo, At (1; 1/3; 1/8;
1/24 y 1/48 dias). Luego, se reconstruye la REG-I del grupo control mediante la extrapolacion
de datos. En este caso, se usan los mismos valores de At (1; 1/3; 1/8; 1/24 y 1/48 dias) y se
tienen en cuenta los parametros o, B y Vo que se obtienen del ajuste de los datos
experimentales del grupo control con el uso de la EGM. Ademas, de los métodos de
interpolacion y extrapolacion se emplean diferentes estrategias graficas, tales como: 1) el
comportamiento de la primera derivada del volumen tumoral en funciéon del volumen del
tumor y 2) el grafico del volumen tumoral evaluado en el tiempo t (V(t)) contra el mismo
volumen evaluado en el tiempo (t — At), V((t — At)). Los mismos se implementan para revelar

posibles procesos que no se obtienen directamente de los datos experimentales.
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Para esto se introduce en la ecuaciéon (7) el término t. La inclusion de t en esta ecuacion

permite que la misma se reescriba en la forma

Vo(t) = a[:[l_e_ﬁ(t—r)] Tgt§2'+l",
VOe

donde 7 es el tiempo de retardo que representa el intervalo de tiempo desde que se inoculan las
células tumorales en el hospedero hasta que el tumor so6lido alcanza V5. t es el tiempo que
transcurre desde que las células tumorales se inoculan en el hospedero (t = 0), hasta el final del
experimento. t” es el tiempo que transcurre desde el momento de la aplicacion de la CED,
hasta el final del experimento.

Las expresiones (6)-(17) y los métodos de interpolacion y extrapolacion, asi como las

estrategias graficas se implementan en el programa de computacion Matlab®R2008a.

2.4. Modelacion de las distribuciones del potencial, intensidad del campo eléctrico y
densidad de corriente eléctrica generadas por un arreglo eliptico de electrodos

Para dar cumplimiento al Objetivo 3, primero se propone un modelo matematico que permite

visualizar, en una cierta aproximacion, las distribuciones del potencial, intensidad del campo

eléctrico y densidad de corriente eléctrica generadas por un arreglo eliptico de electrodos en

un medio (el tumor) y luego se aborda esta problematica en dos medios (tumor y el tejido sano

circundante), teniendo en cuenta este modelo matematico.

2.4.1. Un medio de conductividad constante (tumor plano)
Si se asume que:
1. N electrodos se ubican en un arreglo eliptico de radio mayor, b,, y de radio menor, b,. b; y

b, se relacionan mediante la excentricidad de la elipse (e), segin la expresion
(bl :bz/vl_e2 )

2. Los electrodos son largos, de seccion transversal uniforme, se insertan a través del tumor, y

se representan como circulos de radio a. Esto permite considerar el potencial bidimensional
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lejos de las puntas de los electrodos y por tanto es posible examinar su distribucion en un
plano.

3. El tumor se puede considerar como un medio de conductividad constante y como un
resultado, el potencial Mg(X,y) en la region completa fuera de los electrodos es la solucion
de la ecuacion de Laplace, V2®R(x,y) =0, donde Dg(x,y) se anula en el infinito y toma los
valores prescritos en las fronteras de los electrodos.

4. La variable compleja z = x + iy se introduce por las siguientes razones: a) las soluciones de
la ecuacion de Laplace son armodnicas y por ende analiticas dentro del dominio en que se
satisface la ecuacion y como un resultado estas se pueden desarrollar en series de potencia.
b) El analisis de las funciones complejas es notablemente diferente al de las reales, ya que
las primeras permiten revelar nuevas informaciones que no se observan en el grafico de las
variables reales y estas, poseen un considerable grado de regularidad que no se encuentra
generalmente en funciones de una variable real; ademas de hacer comentarios muy exactos

sobre la conducta global y convergencia de otras funciones complejas.

2.4.1.1. Solucion analitica
De lo anterior, se puede considerar una funcion analitica compleja @(z), tal que su parte

real,ﬁ%e[cl)(z)], tenga los valores prescritos en los electrodos y automaticamente satisfaga la
ecuacion de Laplace en la region. La solucion es Or(x,y) = R, [d)(z)] que se obtiene para una

distribucion de N electrodos que se distribuyen en una elipse. El potencial total es la suma de

los potenciales generados por cada electrodo, dado por

o(z)=Y @,(z) (18)

CDn(z)zCnln( ¢ ]+iAnk( ? jk (18a)

con

z, =re", (18b)

r, = b} cos*(p, )+ b2 sin*(p, ), (18¢)
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=(n-1)0 (18d)
®,(z) es el potencial que genera el n-ésimo electrodo, r, es la distancia desde el centro del
arreglo eliptico de electrodos hasta el n-ésimo. @, es la posicion angular del n-ésimo electrodo
respecto al radio mayor (eje x) y 0 es la separacion angular entre dos electrodos adyacentes.
En la ecuacion (18a), el primer término es el potencial que genera una fuente monopolar y los
términos con k=1; 2;..., corresponden a los momentos dipolar, cuadrupolar, etc, de la
distribucion de cargas desigual en el n-ésimo electrodo, se definen por Dev y cols. [136]. Para
b = by > a, el efecto de estos términos decrece muy rapidamente con k£ y de esta forma se
obtiene una buena aproximacion con solo dos términos.
A partir de las ideas de Dev y cols. [136] se puede establecer que el potencial de orden cero,

@°(2), que generan N electrodos que atraviesan completamente el tumor, esta dado por:

4l a
-3c h{Z_ZJ (19)

C, en la ecuacion (19) son constantes que se determinan a partir de las condiciones de

frontera, las cuales se pueden calcular mediante el siguiente sistema de ecuaciones lineales

Z +ae'?| (20)

V,= ZC In———

.]¢I’l

donde V; es el potencial en el j-ésimo electrodo y z;, = |z; — z,|. Aqui, la posicion de cualquier
J | i
punto en esta frontera (contorno del j-ésimo electrodo) se puede especificar como
_ i9; _ i9; : i9;
z=z;,+ae”’ y como un resultado z—z,6 =z, +ae” . Si se cumple z, >ae", entonces
Zj— 7o = Zin ya que ae'” se desprecia con respecto a zj.

Derivando la ecuacion (19) con respecto a z, se obtiene la aproximacion de orden cero para la

intensidad del campo eléctrico E°(z), dada por:

=ic( ZJ Q1)

n=1 n

La correccion de primer orden a la solucion incluye los términos del momento dipolar (es

decir, los términos de la suma en la ecuacion (18a) correspondiente a £ =1) y se desprecian
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los términos de orden superior del desarrollo (18a). Entonces, la solucion que incluye los

r . . . 1
términos de orden cero y primer orden, denominado @ (z), es

Zc ln( ij

n=1 2 — Z
Los coeficientes A, se determinan a partir del potencial constante prescrito en la superficie de

(22)

los electrodos. Aqui se muestra en detalle el calculo de Aj; (j = .; N). El potencial en un

punto de la superficie del electrodo j, es decir, en z =z, + ae'” | es

o'z, +ae )= Zc h{ J+i4ﬂ“i, (23)
z. +ae” n=1 z, tae 7

los Aj; se determinan a partir de las condiciones de frontera

{ZA } 0, para todo ¢, (24)
zZ,* ae'” '

n=1
La expresion (24) se obtiene si se tiene en cuenta que ln(z wt ae'” )z Inz, +(ae"p" /z jn) y
§ —ip; *  ip; J
R |4, |- |46 |
Con todos los coeficientes determinados se resuelve el sistema de ecuaciones lineales

homogéneas (24), la expresién exacta de la intensidad del campo eléctrico en orden uno, E'(z)

se puede calcular diferenciando la ecuacion (24) con respecto a z, dada por:

E)=3 & +az ) (25)

n=1 £ —Z,

Las unidades del potencial (ecuaciones (19) y (22)) y de la intensidad del campo eléctrico
(ecuaciones (21) y (25)) son dadas en V y V/m, respectivamente.

La factorizacion triangular general del método de Gauss se usa para resolver los sistemas de
ecuaciones lineales (20) y (24) por ser cuadrados [152-154].

La comparacion entre las diferencias de ®°(x,y) y ®'(x.y), y E%(x,y) vy E'(x,y) en funcién de
sus parametros se hace mediante el uso de dos criterios para cada valor de e: la Distancia
maxima (Dmax) y el Error de la Raiz Media Cuadratica (RMSE, del inglés Root Mean Square

Error), entre el i-é€simo valor calculado en la correccion de primer orden (F;) y el i-ésimo valor
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calculado en la aproximacion de orden cero (G;) para el potencial (la intensidad del campo

eléctrico), dadas por:

D, =méx|F, -G, (26)
u _ 2
RMSE = ZM 27)

i=1 M

donde M es el numero de puntos interiores al arreglo de electrodos. RMSE es adimensional y
se usa frecuentemente para estimar la diferencia entre los valores pronosticados por un modelo
y aquellos observados. También, RMSE es muy ttil cuando los errores grandes no se desean.
Dmax [ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)] ademas se usan para comparar las distribuciones
del potencial y el campo eléctrico en la aproximacion de orden cero generado por un arreglo
eliptico de electrodos y uno circular. En este caso, F; y G son los i-ésimos valores calculados
para el potencial (intensidad del campo eléctrico) generado por un arreglo eliptico de
electrodos y uno circular, respectivamente.

En este estudio se usa una configuracion de seis electrodos equidistantes en una elipse
(Figura 3) para comparar las distribuciones del potencial y el campo eléctrico en ambas
aproximaciones generadas por los electrodos ubicados en los arreglos eliptico y circular.
Como e varia de 0 (caso circular) a 0,99, si b, =5 mm, b, varia de 5 a 35,44 mm. Los otros

parametros son fijos: a = 0,215 mm, V,=0,5 Vy 6 = 60°. Los electrodos 2 y 3 se mantienen a

potencial + ¥, los electrodos 5y 6 a— V,, y los electrodos 1 y 4 a cero.

¥
+va +%ao
3 b2 :
4 b1 1
x
5 3]
e —* o

Figura 3. Arreglo de seis electrodos de radio a colocados de forma equidistante en una elipse de radio
mayor b; y radio menor b,. Los circulos negros representan las secciones transversales de los
electrodos activos, que se mantienen a potenciales + V, (electrodos 2 y 3) o — V, (electrodos 5y 6), y
los circulos blancos representan las secciones transversales de los electrodos que se mantienen en

potencial cero (electrodos 1y 4).
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2.4.1.2. Solucion numérica
Se desarrolla el programa de computacion ONCOMAPET® para plotear las distribuciones de
las magnitudes del potencial y la intensidad de campo eléctrico, que se obtienen a partir de las
soluciones analiticas (19; 21; 22 y 25). También, en este programa se implementan las
formulas de Dmax [ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)], y el método de las diferencias
finitas para estimar numéricamente estas dos magnitudes fisicas. ONCOMAPET" se ejecuta
en una PC de 512 Mb de memoria RAM y 3 Gb de microprocesador. El tiempo de célculo es
de 3 horas aproximadamente.

El método de las diferencias finitas es un método numérico basico para resolver ecuaciones
diferenciales parciales y este se basa en la sustitucion de la derivada por un cociente de
diferencias. Los métodos que aproximan las derivadas como cocientes de diferencias se
pueden usar para resolver problemas de valores de frontera de segundo orden, como la
ecuacion de Laplace sujeta a condiciones de frontera prescritas. Esta ecuacion se resuelve para
un cuadrado de 1ado Dexeerior (4b1 y 6b;) y se discretiza para reemplazar las segundas derivadas
parciales por las diferencias finitas, dadas por

(OZCD . azq)j‘. . CDHU _2CD,-,J' +CI)HJ . CI),.’j+1 —ZCD[’j +CI),-,1-,1

o*x 0%y )" h? h?

(28)

El método de las diferencias finitas considera una malla regular en la region de interés y
aproxima la ecuacion de Laplace en cada punto de la malla. Las ecuaciones resultantes se
resuelven por iteracion. El Método de gradiente conjugado [152-154] se usa para resolver el
sistema de ecuaciones. Este método considera una malla bidimensional de puntos, cada uno
separados a una distancia h de sus cuatro vecinos mas cercanos, y el potencial en una posicion

x,y) es d(x,y). En la ecuacion (31), @ o ., D O ..y ® . son los valores de
i,j+1 i,j-1

ilLjo T il
d(x,y) en los puntos (i+1,), (i,)), (i-1,)), (i,j*+1) y (i,j-1), respectivamente, establecidos para la
ecuacion de Laplace. Se conoce que si @(x,y) satisface la ecuacion de Laplace, entonces
d(x,y), en cualquier punto del dominio D, es el promedio del valor de ®(x,y) en los cuatro
puntos circundantes. Este es el punto de partida y la base del método iterativo. H = Rexterior/ K
(Rexterior = Dexterior/2). Los valores de Rexierior que se utilizan son 2b; y 3b;. El programa se
ejecuta para una malla de 1 000 x 1 000 (K = 1 000). Las condiciones de frontera de Dirichlet
son dadas como datos. Para las condiciones de frontera el modelo preescrito es bueno y el

error maximo es 0,00001. También, las dimensiones de los electrodos y del arreglo son las
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mismas que las que se usan en la solucidon analitica. Las superficies de los electrodos se
representan como circulos y se les asignan las condiciones de frontera de Dirichlet con un
potencial constante de 0,5 o —0,5 V para los cuatro electrodos activos y 0 V para los dos
electrodos restantes.

Dmax [ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)] se usan también para cuantificar la diferencia
entre las soluciones analitica y numérica para el potencial y la intensidad del campo eléctrico
dentro del arreglo de electrodos como una funcion de e y la posicion a lo largo de tres regiones
diferentes: 1) region entre los electrodos 2 y 6; 2) region entre los electrodos del centro del
arreglo; y 3) region entre los electrodos 2 y 3. En este caso F; y G son los valores del potencial
(intensidad de campo eléctrico) en el i-é€simo calculo que se obtiene para la solucion numérica
(Rexterior = 2b1 y 3b;) y la solucion analitica, respectivamente.

La norma euclidiana se utiliza para cuantificar la dependencia de las distribuciones de

potencial e intensidad del campo eléctrico en funcion de cada uno de sus parametros.

2.4.2. Dos medios (tumor plano y el tejido sano circundante)
La expansion multipolar [ecuacion (18)] no tiene en cuenta la diferencia de conductividad
eléctrica entre el tumor y el tejido sano circundante, hecho que se reporta de forma
experimental [16, 32, 102]. En este caso, la visualizacion de las distribuciones de densidad de
corriente eléctrica en estas dos regiones planas con diferentes conductividades eléctricas es
posible si se tiene en cuenta las ecuaciones (19), (21), (22) y (25) y las siguientes
consideraciones:

1. Existe un medio conductivo heterogéneo formado por dos regiones isotropicas, lineales
homogéneas, separadas por la frontera I';;: region 1 (tejido tumoral) con una conductividad
constante ¢, en S/m, y region 2 (tejido sano circundante) con una conductividad constante
02, en S/m, como se muestra en la figura 4. Esto se justifica a partir de hechos
experimentales que demuestran que la conductividad eléctrica de un tumor s6lido es mayor
que la del tejido sano circundante [77, 138-140, 151].

2. Los tumores s6lidos son planos y elipticos si se tiene en cuenta la forma clinica que
presentan algunos tumores como: carcinoma basocelular de la piel, linfoma cutaneo, cancer
gastrico en su forma de delinitis, y melanoma en su extension clinica superficial. También,

se considera que el tejido sano circundante es un plano infinito porque sus dimensiones son
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mucho mayores que las del tumor sélido. Estas dos consideraciones permiten el uso del
formulismo bidimensional que se propone en el topico 2.4.1, para visualizar la distribucion
de la densidad de corriente eléctrica en un plano que contiene las regiones 1 y 2. Se fijan el
tamafo del tumor: 5 mm de radio menor y para los valores de e = 0; 0,85 y 0,99, los valores
de su radio mayor son 5; 9,492 y 35,444 mm, respectivamente.

. La forma eliptica y excentricidad del arreglo de electrodos coincide con las del tumor
solido.

. Los campos y cargas no varian en el tiempo.

. El campo magnético que se origina por la corriente eléctrica se desprecia, y por
consiguiente, la reaccion de este con la corriente.

. El aumento de la temperatura (< 0,6 °C) que se observa en los tumores tratados con CED no
induce en estos un calentamiento significativo. Esto se verifica de forma experimental por
Miklav¢ic y cols. [133].

. La densidad de corriente eléctrica inherente a los tumores solidos es considerablemente
menor que la que genera el arreglo eliptico de electrodos [17, 20, 133]. Esta consideracion

se satisface en la practica [32, 77].

Estas consideraciones indican que en I'y;, se satisfacen ciertas condiciones de frontera que se

obtienen de las ecuaciones de Maxwell. De acuerdo con la consideracion 1, la ecuacion

Laplace para el potencial (@) se aplica a todos los puntos en el medio. Las condiciones de

frontera en la superficie que separa las regiones 1 y 2 [153, 154] estan dadas por

Jln - J2n = GlEln - GZEZn = apY (29)
ot
J
o _Ya rl (E 1) (30)
O-
{ o0, (31)
* on

donde ps es la densidad de carga superficial total en I';; incluyendo las cargas “libres”,

impuestas externamente y las cargas de polarizacion. dps/ot es la distribucion de la densidad

de carga total superficial en el tiempo, t, en ;. Ji, y Ji; son las componentes normal y

tangencial a la superficie del vector densidad de corriente eléctrica en la region 1,
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respectivamente. Jo, y J son esas magnitudes, pero en la region 2. E;, y Ej; son las
componentes normal y tangencial a la superficie del vector intensidad del campo eléctrico en
la region 1, respectivamente. E;, y Ey¢ son esas magnitudes pero en la region 2. @, y 0®,/on

son el potencial y la derivada del potencial tangencial en la region 1, respectivamente. @, y

0®,/0n son esas magnitudes, pero en la region 2. La unidad normal a la superficie (;21) se
dirige de la region 1 a la region 2.

La ecuacion (29) expresa que la componente normal de la densidad de corriente eléctrica es
discontinua por una cantidad exactamente igual a Opy/Ot. La ecuacion (30) indica que la
presencia de conductividad no altera la conducta de las componentes tangenciales del campo
eléctrico. La ecuacion (31) indica que la continuidad de las derivadas normales de los
potenciales es equivalente a la continuidad del propio potencial.

El término Ops/Ot en la ecuacion (29) es cero si se tiene en cuenta la consideracion 4, hecho
que se puede asumir en una primera aproximacion porque en los estudios preclinicos y
clinicos no existe evidencia experimental ni tedrica que justifique que ps varia con t en I'y;
cuando se aplica la CED. Como un resultado, la densidad de corriente eléctrica es continua a
través de esta interfase, que es Jo, = Jin (Eon/E1n = 61/62), donde 61/6; es la relacion entre las
conductividades del tumor y su tejido sano circundante. La densidad de corriente eléctrica en
ambas regiones se puede calcular analiticamente mediante la Ley de Ohm y las ecuaciones

(21) y (25), dada por

{J,-O(xay)zgi E;?i(x7y) (32)

Ji(x.y)=0,E,(x.y)
donde i indica si la regiones 1 (i =1) 0 2 (i = 2). E,?,.(x, y) y E;i(x, y) son las componentes
normales de la parte real de las ecuaciones (21) y (25), en cada region, respectivamente.
Jio(x, y) es la densidad de corriente eléctrica de orden principal y J,.I(x, y) el término de
primera correcciébn en ambas regiones. Se utiliza el Sistema Internacional de unidades. Las
unidades de by, by y a, dadas en milimetros (mm), se convierten en metros (m). La unidad de
1°(x,y) y I'(x,y) es el A/m’. La unidad para la conductividad eléctrica es el S/m.

La configuracion de electrodos insertada en I';;, se denomina Configuracion 1 y se utiliza

como referencia. Esto garantiza que cuando los electrodos se insertan exactamente en I'z;, los

radios mayor y menor del tumor son exactamente iguales a b; y by, respectivamente
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(Figura 4a). En el topico 2.4.1 se usa la Configuracién 1 con 6, = 6, = 6, a = 0,215 mm;
0 =60% b, =5 mm; ¥, =0,5 V; los electrodos 2 y 3 mantienen el potencial +V,; los electrodos
Sy 6a-V,; ylos electrodos 1y 4 a cero (Figura 4a). Si se tiene en cuenta la consideracion 3 y
los tres valores representativos de e (0; 0,85 y 0,99), los valores de b; son 5; 9,492 y

35,444 mm, respectivamente.

2.4.2.1. Criterios para la diferenciacion entre las distribuciones de densidad de corriente
eléctrica
Para cuantificar las diferencias entre las distribuciones de densidad de corriente eléctrica para
1°(x,y) y I'(x,y) y los diferentes valores de e, relaciéon de o,/c, y Configuraciones 1; 2 y 3, se
emplean Dy (en A/m?) y RMSE (en A/m?), expuestos en el topico 2.4.1. En este caso, M en
la ecuacion (27) es el nimero de puntos que se mantienen en una region eliptica dentro de las
Configuraciones 1; 2 y 3, que se denominan R;. Si se tiene en cuenta la consideracion 3, para
los tres valores de e arriba mencionados y el radio menor de R; fijo en 3 mm, los valores de su
radios mayores son 3 mm (para e = 0); 5,695 mm (para e = 0,85); y 21,261 mm (para

e =0,99).

2.4.2.2. Diferenciacion de las distribuciones Jo(x,y) yJ 1(x,y)

Este estudio permite demostrar analiticamente si existen diferencias significativas entre las
distribuciones I°(x,y) y J'(x,y) con el objetivo de conocer cual es la contribucién a los
términos de correccion de orden principal y primer orden en la expansion multipolar. Dy
[ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)] se utilizan para calcular las diferencias, entre las
distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y), para cada valor de la relacion o/c, y e, aunque los
resultados se muestran solamente para e = 0; 0,85 y 0,99; las Configuraciones 1; 2y 3 y la
relacion o1/c, = 1 y 10. En este caso, G; es el i-ésimo valor calculado de J°(x,y) y F; son

aquellos para J'(x,y).
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2.4.2.3. Influencia de la relacion o;/6, sobre la distribucion de densidad de corriente
eléctrica

Este estudio permite comprender si es conveniente en el orden terapéutico diferenciar el tumor
de su tejido sano circundante desde el punto de vista eléctrico. Con el objetivo de evaluar la
influencia de la relacién o,/0, en las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y) en las regiones 1 y 2, la
Configuracion 1 se toma como referencia y en este trabajo se varia la relacion 6,/0; entre 1y
10, teniendo en cuenta los resultados que se reportan en [77, 139], para un valor dado de o,.
Este estudio se lleva a cabo para cada valor de e, aunque los resultados s6lo se muestran para
e =0; 0,85y 0,99, Configuraciones 1; 2y 3,y 61/, =1y 10.

Es importante sefialar que aunque la relacion /0, se varia entre 1 y 10, se muestran los
resultados para 6;/c, = 1 y 10 con el fin de simular la distribucion de la corriente eléctrica en
el tumor, para los casos en que este se diferencia y no se diferencia del tejido sano
circundante, respectivamente. El primer caso puede corresponder a un tumor diferenciado
(menos agresivo) mientras que el segundo caso, a un tumor indiferenciado (mas agresivo) [1].
Este hecho se puede argumentar porque existe una relacion estrecha entre los parametros
bioeléctricos y fisiologicos de los tejidos [139].

Dmmax [ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)] también se emplean para calcular las diferencias
encontradas al comparar las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) para diferentes valores de 6/,
con respecto a 61/0, = 1. En este caso, G; son los i-ésimo valores calculados de J°(x,y) y J'(x,y)
para 6,/6; = 1 (6 = 0, = 1 S/m), y F; son aquellos para 6,/6, # 1 (o) varia entre 2y 10 S/m y

o= 1 S/m).

2.4.2.4. Influencia del posicionamiento del arreglo de electrodos, respecto a I';;, sobre la
distribucion de la densidad de corriente eléctrica
Este estudio permite demostrar si en la planificacion terapéutica es conveniente insertar los
electrodos dentro, en o fuera de I';;. La Configuracion 1 también se toma como referencia y se
discuten dos configuraciones elipticas de electrodos adicionales: el arreglo de electrodos
eliptico colocado dentro de I'y;, que se denomina Configuracion 2 (Figura 4b) o fuera de I'y,
que se denomina Configuracion 3 (Figura 4c). Este estudio se realiza para cada valor de e y
relacion de 61/0,, aunque los resultados solo se muestran parae =0; 0,85y 0,99 yoi/cr =1y

10.



Capitulo 2: Métodos experimentales y teoricos 45

Para las Configuraciones 2 y 3, los parametros de e, a, 0, V, y la polaridad de los electrodos
1-6 son los mismos de la Configuracion 1. Para la Configuracion 2 se fija b, en 4 mm y para
e =0; 0,85y 0,99 sus respectivos valores de b; son 4; 7,593; y 28,355 mm si se tiene en cuenta
la consideracion 3. Para la Configuracion 3, se usa b, = 6 mm; y para e = 0; 0,85 y 0,99 los
valores de b; son 6; 11,390; y 45,532 mm, respectivamente. La Configuracion 2 garantiza que
los electrodos estén completamente insertados dentro del tumor y la Configuracioén 3 garantiza
que los electrodos estén completamente insertados fuera del tumor.

Dmax [ecuacion (26)] y RMSE [ecuacion (27)] se usan para cuantificar las diferencias
encontradas en las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) cuando se comparan las Configuraciones
2 y 3, con respecto a la Configuracion 1. En este caso, G; son los i-ésimos valores calculados
de I°(x,y) y J'(x,y) generados por la Configuracion 1, y F; son aquellos para la Configuracién
2 (Configuracion 3), para diferentes valores de 6,/6,.

La norma euclidiana se utiliza para cuantificar la dependencia de las distribuciones de
potencial, intensidad del campo eléctrico y densidad de corriente eléctrica en funcidén de cada
uno de sus parametros.

Para la visualizacién y comparacion de las distribuciones de la densidad de corriente eléctrica
en funcion de e, relacion de 61/0,, y Configuraciones 1; 2 y 3, las ecuaciones (19), (21), (22),
(25)-(28), la condiciéon I, = Ji, y la norma euclidiana se implementan en el programa de
computacion ONCOMAPET®, mediante el uso del programa de computacién

Matlab®R2008a.
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Figura 4. Arreglo de seis electrodos de radio a que se colocan equidistantemente en una elipse de radio

mayor b; y de radio menor b,. Los electrodos se insertan en: (a) la interfase tumor-tejido sano
circundante I',; (Configuracion 1), (b) dentro I',; (Configuracion 2), y (c) fuera I',; (Configuracion

3). 61y o7 representan las conductividades del tumor y el tejido sano circundante, respectivamente.

5
n21 es el vector unitario normal a la superficie y dirigido del medio 1 al 2. Los circulos negros

representan las secciones transversales de los electrodos activos, que se mantienen a potenciales + V,
(electrodos 2 y 3) 6 — V, (electrodos 5 y 6), y los circulos blancos representan las secciones

transversales de los electrodos a potencial cero (electrodos 1y 4).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Resultados

3.1.1. Cinética de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 tratados
con diferentes intensidades de la corriente eléctrica directa

La figura 5 muestra la comparacion de los crecimientos de los volimenes de los tumores de
Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, 24 horas después de la aplicacion de diferentes intensidades de
CED, en relaciéon con sus grupos controles. En las tablas 1 y 2 se representan las medias y sus
correspondientes desviaciones estandar de los tiempos de doblaje (TD, en dias) y los valores
absolutos de los porcentajes de regresion, PR, ecuacion (5), de los tumores de Ehrlich y
fibrosarcoma Sa-37 para sus correspondientes grupos experimentales, respectivamente. Estas
tablas y la figura 5 evidencian que los volumenes de estos dos tipos de tumores tratados con
CED son inhibidos significativamente con respecto a aquellos no tratados
(P = 0,02). Para cada tumor, en cada raton, se observa esta inhibicion de su crecimiento post-
tratamiento (P = 0,008). También se observa que la electrosensibilidad de ambos tipos de
tumores aumenta con el incremento de la intensidad de la CED, siendo mas marcada para el
tumor fibrosarcoma Sa-37. La remision completa del tumor de Ehrlich se obtiene a los
25 dias después del tratamiento para la dosis de 17,0 mA durante 45 min (92 C/cm’); sin
embargo, la del tumor fibrosarcoma Sa-37 se observa a los 15 dias post-tratamiento para
14,8 mA durante 45 min (80 C/cm’).

En la figura 6 se representan las razones de sobrevida de los ratones BALB/c portadores de los
tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, divididos en sus correspondientes grupos
experimentales. Las mismas son significativamente mayores para los ratones tratados con
CED con respecto a las de sus controles en ambos tipos de tumores. Esta figura muestra que
las razones de sobrevida son 80 % (8/10) para el tumor de Ehrlich (GT1-3) y 90 % (9/10) para
el tumor fibrosarcoma Sa-37 (GT2-3). Los ratones curados se sacrifican a los 100 dias post-
tratamiento. Antes del sacrificio, los animales estan activos y en buenas condiciones fisicas
con el peso corporal adecuado; ademas tienen conducta y apariencia normales. Después del
sacrificio, los hallazgos histopatologicos de los tumores en cada raton muestran necrosis

completa.
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Figura 5. Efecto de la CED en las curvas de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma
Sa-37 para cada subgrupo experimental. Los datos se representan por sus medias * errores estandar de
la media (barras verticales). Para el tumor de Ehrlich, GC, GT1, GT2 y GT3 se corresponden con los
subgrupos experimentales GC1, GT1-1, GT1-2 y GT1-3, respectivamente. Para el tumor fibrosarcoma
Sa-37, GC, GT1, GT2 y GT3 se corresponden con los subgrupos experimentales GC2, GT2-1, GT2-2y

GT2-3, respectivamente.
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Tabla 1. Tiempo de doblaje (TD) de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa 37, por

subgrupo experimental, antes y después de la aplicacion de la CED

Parametros Tumor de Ehrlich Tumor fibrosarcoma Sa-37
GCl GTl-1 GT1-2 | GT1-3 | GC2 GT2-1 GT2-2 | GT2-3
TD' 24+03(68+0,7|169+24| o |[1,6202]|112+13|23,6+38| o
TDg, > - 2,9 7,1 o - 7,0 14,9 o
TDg

'Los datos (n = 10) son las medias + desviaciones estandar.

2TD gy

representa el coeficiente que caracteriza el retardo del crecimiento del tumor en cada

grupo tratado (TDgr) con respecto a su grupo control (TDgc) para los tumores de Ehrlich y

fibrosarcoma Sa-37.

3 El simbolo o significa que el tiempo de doblaje es infinito (ver resultados).

Tabla 2. Media del porcentaje de regresion (PR) de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma

Sa- 37 tratados con CED para cada subgrupo experimental

Porcentaje de Tumor de Ehrlich Tumor fibrosarcoma Sa-37
regresion GT1-1 GT1-2 GT1-3 GT2-1 GT2-2 GT2-3
PR (%) 69,4 85,9 100 74,1 89,9 100
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Figura 6. Razones de sobrevida en los ratones BALB/c portadores de los tumores de Ehrlich y
fibrosarcoma Sa-37 para cada subgrupo experimental. Para el tumor de Ehrlich, GC, GT1, GT2 y
GT3 se corresponden con los subgrupos experimentales GC1, GT1-1, GT1-2 y GTI1-3,
respectivamente. Para el tumor fibrosarcoma Sa-37, GC, GT1, GT2 y GT3 se corresponden con los

subgrupos experimentales GC2, GT2-1, GT2-2 y GT2-3, respectivamente.
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En las figuras 8a y 8b se muestran las cinéticas de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37
no tratado (GC) y tratado con CED (GT2-2,3) para las réplicas 1 y 2, respectivamente. La
remisién completa de este tipo de tumor para 14,8 mA durante 45 minutos (80 C/cm’) se
observa a partir de los 15 y 20 dias para las Réplicas 1 (GT2-3R1) y 2 (GT2-3R2),
respectivamente.

En las tablas 3 y 4 se muestran las medias y sus respectivas desviaciones estandar para el TD y
el PR en los tres subgrupos experimentales de las réplicas 1 y 2, respectivamente. Estas tablas
revelan que estos dos parametros no se diferencian significativamente (P > 0,05) cuando se
compara con el experimento original para el tumor fibrosarcoma Sa-37. Sin embargo, cuando
se compara la Réplica 1 con el experimento original existen diferencias significativas

(P =0,045) entre estos dos parametros.
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Figura 7. a) Infiltrado linfoplasmocitario en tumores no tratados y tratados con CED: células
plasmaticas (CP) y linfocitos (L); aumento = 400X. b) Patréon de respuesta inflamatoria aguda que se
observa a las 24, 48 y 96 horas después de la aplicacion de la CED: congestion vascular (CV) y
neutréfilos (N); aumento = 100X. c) Hallazgos peritumorales que se observan 24 horas post-

tratamiento: monocitos (M), neutréfilos (N) y linfocitos (L); aumento = 400X.
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Figura 8. Réplicas 1 (a) y 2 (b) de las curvas de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 tratado con
CED para cada subgrupo experimental. Los datos se representan por sus medias * sus errores estandar

de la media (barras verticales).
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Tabla 3. Tiempo de doblaje (TD) del tumor fibrosarcoma Sa 37 tratado con CED en cada

grupo experimental para las réplicas 1 y 2

Parametro Réplica 1 Réplica 2

GC2-R1 | GT2-2R1 [GT2-3R1| GC2-R2 | GT2-2R2 GT2-3R2

TD'(D) 1,8+08 | 157+59 o0’ 1,9+06 | 203+3.6 o>
D, - 8,7 o - 10,7 o
D,

GC

'Los datos son las medias + desviaciones estandar para cada uno de los grupos experimentales

de cada réplica.

2TD gy
TD

representa el coeficiente que caracteriza el retardo del crecimiento del tumor

fibrosarcoma Sa-37 en cada grupo tratado (TDgr) con respecto a su grupo control (TDgc) para
las réplicas 1 y 2.

3 El simbolo o significa que el tiempo de doblaje es infinito (ver resultados).

Tabla 4. Media del porcentaje de regresion (PR) del tumor fibrosarcoma Sa 37 tratado con

CED en cada grupo experimental para las réplicas 1 y 2

Porcentaje Réplica 1 Réplica 2
de regresion = oRrT | GT2-3R1 GT2-2R2 GT2-3R2
PR (%) 63.1 100 714 100
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3.1.2. Modificacion de la ecuacion de Gompertz convencional

Aunque es posible hacer una discusion analitica de la EGM, en la practica es imprescindible
usar un programa de computacion para simular esta ecuacion multiparamétrica debido al
nimero de parametros que posee, de lo contrario su evaluacion es muy tediosa. La EGM
coincide con la ecuacion convencional de Gompertz para el caso particular de i = 0; sin
embargo, diferentes tipos de comportamientos de la cinética de crecimiento del tumor se
observan después de la aplicacion de la CED (i # 0).

Tres estudios se realizan con la finalidad de evaluar en la cinética de crecimiento la influencia
de: 1) la intensidad de la CED en tumores con dos valores del parametro 3, para tres valores
del parametro y, y a, i, y Vo constantes (Figuras 9 y 10); 2) la intensidad de la CED en
tumores con tres valores del pardmetro a, dos valores del parametro v, y B, i, y Vo constantes
(Figura 10-I); 3) el parametro o en tumores con tres valores de la intensidad de la CED, dos
valores del parametro y, y B, i, y Vo constantes (Figura 10-II).

En las figuras 9 y 10 se muestran los resultados de la simulacién de la EGM para f = 0,2 dias™
y 0,4 dias'l, respectivamente. En ambas figuras, se fijan los valores a = 0,6 dias'l, 1o, = 1 mA,
Vo=0,5 cm’ y los diferentes valores de 1 (0; 0,1; 0,8; 1; 1,2; 1,8; 5 mA), para valores de y
(a) 0,016 dias™, (b) 0,1 dias™ y (c) 1 dias™. El rango de valores de i (0,1-5 mA) se utiliza con
mucha frecuencia en la literatura [24-26, 39, 54, 79, 89]. El valor de i, se fija en un valor
arbitrario en este rango de variacion de i para corroborar que la efectividad de la CED depende
de la razon i/i,. En estas figuras se observan diferentes comportamientos del tumor después de
la aplicacion de la CED que dependen de i y por ende de la razon i/i,. La remision completa
del tumor se obtiene para i/i, > 2. Un tipo de respuesta, que se denomina respuesta parcial
estacionaria, se observa para la razon i/i, entre 1,8 y 2, para la cual el volumen tumoral
disminuye hasta un cierto valor, el cual se mantiene constante en el tiempo. Estos dos tipos de
respuestas se observan independientemente del valor de vy.

Una disminucion del volumen del tumor hasta su valor minimo y luego un crecimiento de este
se observa cuando 1,5 <i/i, < 1,8. Este tipo de comportamiento simula el que se observa de
forma experimental para los subgrupos GT1-1 y GTI1-2 (Figura 5a), GT2-1 y GT2-2
(Figura 5b), GT2-2R1 (Figura 8a) y GT2-2R2 (Figura 8b). Este tipo de comportamiento
depende del valor de y y de cuan proximo P esta de o (Figuras 9 y 10).



CAPITULO 3: Resultados y discusién

(2)

Volumen del Tumor (cma)

L

80080 ROEEOHREERERBREES

] 20 30 40 50 60
Dias después del tratamiento

4
>
4
4
4
D

(b) |

9r a® E
i=0 mA
8r * i=0.1mA
o i=0.8mA

7r A i=1mA 1
¢ i=12mA

6} o i=1.8mA |
> i=5mA

PR
c°°°°c
o

Volumen del Tumor {cm®)
w

4 B b
@
A @
o
3 o = b
a B
©
2 A g b

2R RPRRReRRRARRRRRR8RRRRRR
0 10 20 30 40 50 60
Dias después del tratamiento

© | °

ol |
i=0 mA

sl * i=01mA |
o i=08mA

. A i=1mA |
° i=12mA
ol o i=18mA
> i=5mA

Gt OTREVAC L L0003
@

@ 4

Volumen del Tumor (cm3)
1%

0890QQQQQQQQQQQ\QQQQQ‘QQQQQKQQQQQ
0 10 20 30 40 50 60
Dias después del tratamiento

Figura 9. Simulacién de la ecuacién de Gompertz modificada para tres valores de y: (a) 0,016 dias™,
(b) 0,1 dias™ y (c) 1 dias’l con a = 0,6 dias”, p = 0,2 dias™, i, = 1 mA, Vo = 0,5 cm’ y diferentes
valores de i (0; 0,1; 0,8; 1; 1,2; 1,8; 5 mA).
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Figura 10. Simulacién de la ecuacion de Gompertz modificada para tres valores de y: (a) 0,016 dias™,
(b) 0,1 dias™ y(c)1 dias™ con o= 0,6 dias™, B=0,4 dias™, i,=1 mA, V,=0,5 cm’ y diferentes valores
dei(0;0,1;0,8; 1; 1,2; 1,8; 5 mA).
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El volumen tumoral alcanza su valor minimo (/. ) en un tiempo T, Siempre que se

in

satisfaga que 1,5 <i/i, < 1,8. El par (Tpin, v

i) se puede determinar directamente en la curva

y/o analiticamente a partir de la ecuacion (7). En este ultimo caso, se iguala a cero la primera
. * ., . yo.

derivada de V (t) y resulta una ecuacion trascendente que permite calcular analiticamente Tyip,

para los valores dados de £, y e i/i,, dada por

aye’ + pla, +a,)e’ —a, (y + e’ e’ =0 (33)
El valor de Vr;n se calcula si se sustituye T, en la ecuacion (7).

En la tabla 5 se muestran los valores de los pares ordenados (Tmin, V.. ) para i = 1,2 mA,

I,b,=1mA, o =0,6 dias'l, B=02y04 dias'l, Vo =10,5 cm3, y tres valores del parametro y
(0,016; 0,1 y 1 dias™). Esta tabla corrobora que el aumento del parametro y trae consigo que se
incremente el retardo del crecimiento del volumen tumoral después de la aplicacion de la
CED, para los valores constantes de i, i,, & y B. Para y < 1 dias™, el tumor sélido que se

perturba con CED que posea una diferencia entre los parametros a y B (condicion que simula

7 . , . * ,
un tumor mas agresivo) alcanza los valores mas bajos de V. vy los valores mas largos de Tin

in
en comparacion con un tumor que posea una pequeiia diferencia entre estos parametros
(condicién que simula un tumor menos agresivo). Esta diferencia es mas marcada para los

valores mas pequefios de y; sin embargo, no se observan diferencias para los valores de

(Tmin, V) en estos tipos de tumores para y > 1 dias™.

min

Tabla 5. Minimo de la ecuacion de Gompertz modificada (T, V.

min

) para tres valores del

parametro y (0,016; 0,1 y 1 dias’l), manteniendo constantes los valores de i (1,2 mA),

i, (1 mA), o (0,6 dias™), p (0,2 y 0,4 dias™), Vj (0,5 cm’)

(Tanins Vigin)
v(dias) [ =06 dias . p=02dias’ |a=06dias", p= 0.4 dias"
0,016 (5,0857: 0,3936) (3.9771; 0,4226)
0.1 (1,0682: 0.4712) (1,0089: 0,4738)
I (0.1127: 0.4967) (0,1120; 0,4968)
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Un crecimiento rapido del tumor se observa después de la aplicacion de la CED para
0 <i/i, < 1,2, siendo mas evidente para el valor de y = 1 dias”. El mismo puede ser similar o
mas rapido al del grupo control (Figuras 9 y 10).

Las respuestas completa y parcial estacionaria se observan siempre que i/i, > 2 y i/i, > 2, para
todo valor de a, B y v, respectivamente (Figuras 10-I y 10-II). Los otros tipos de
comportamientos de las cinéticas de los tumores que se tratan con CED dependen de los
valores de a respecto a  y de y. El minimo de la remision parcial de los tumores (en el rango
1,2 <1i/i, < 1,8) se observa para todo valor de a, siendo el mas pequefio para el mayor valor de
este parametro y el menor valor de y (Figura 10-11a). Sin embargo, los tumores con el mayor
valor del parametro o son los que mas rapido crecen cuando el valor de y es el mas grande.

En la figura 11 se muestra que la EGM es factible para ajustar los datos experimentales de los
tumores de Ehrlich (Figura 5a) y fibrosarcoma Sa-37 (Figura 5b) para sus respectivos grupos
experimentales. Estos ajustes se hacen para cada tumor individual, por grupo experimental, y
de esta forma se obtienen los valores de los parametros i,, o, B y y para cada tumor. El valor
promedio + su error estandar de la media, por grupo experimental, se calcula a partir de estos
valores individuales, como se evidencia para los tumores de Ehrlich (Tabla 6) y fibrosarcoma
Sa-37 (Tabla 7).

Las tablas 6 y 7 muestran que la razéon o/f3 para los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37
no tratados es 1,82 y 1,95; respectivamente. Esto corrobora que el tumor fibrosarcoma Sa-37
es mas agresivo que el Ehrlich. También, estas tablas evidencian que los parametros a, B, y € 1,
dependen de i, para estos dos tipos de tumores experimentales después de la aplicacion de la
CED. Las diferencias de los pardmetros o e i, entre los grupos experimentales son
significativas (P = 0,001), para los mismos, no siendo tan asi para los parametros  y y. La
comparacion entre todos los grupos experimentales, para los tumores de Ehrlich y
fibrosarcoma Sa-37, revela que las diferencias minima y maxima del parametro 3 son 0,004 y
0,27 dias™, respectivamente. Para el parametro vy, estas diferencias respectivas son 0,005 y

0,223.
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Figura 10-1: Simulacién de la ecuacion de Gompertz modificada para p = 0,2 dias”, i, = 1 mA,
Vo =0,5 cm’ y diferentes valores de i: 0 mA (tridngulo con la punta hacia arriba); 1,1 mA (cuadrado);
1,2 mA (circulo); 1,3 mA (estrella); 1,4 mA (rombo); 1,5 mA (triangulo con la punta hacia la
izquierda); 1,6 mA (tridngulo con la punta hacia la derecha); 1,7 mA (+); 1,8 mA (*); 2,0 mA (x);
2,5 mA (triangulo con la punta hacia abajo). (a) a = 0,4 dias™ y y = 0,016 dias”, (b) o = 0,4 dias™ y
y =1 dias”, (c) a = 0,6 dias™ y y = 0,016 dias”, (d) o = 0,6 dias™ y y = 1 dias™, (¢) a = 1 dias” y
y=0,016 dias” y (f) o =1 dias” y y =1 dias™.
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Figura 10-11: Simulacion de la ecuacién de Gompertz modificada para p = 0,2 dias™, i, = 1 mA,
Vo = 0,5 cm’ y diferentes valores de o: 0,4 dias™ (triangulo con la punta hacia arriba); 0,6 dias™
(cuadrado); 0,8 dias™ (circulo); 1,0 dias™ (estrella); 1,2 dias™ (rombo); 1,4 dias™ (tridngulo con la punta
hacia la izquierda); 1,6 dias™ (tridngulo con la punta hacia la derecha); 1,8 dias™ (x) y 2,0 dias™ (*). (a)
i=15mAyy=0016dias’, (b)i=1,5mA yy=1dias’, (c)i=20mAyy=0016 dias’,
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Figura 11. Datos experimentales (media + error estandar de la media) y curvas de crecimiento
ajustadas con la ecuacion de Gompertz modificada para los tumores de Ehrlich (a) y fibrosarcoma
Sa-37 (b) después de la aplicacion de la CED. Para el tumor de Ehrlich, GC, GT1, GT2 y GT3
corresponden con los grupos experimentales GC1, GT1-1, GT1-2 y GT1-3, respectivamente. Para el
tumor fibrosarcoma Sa-37, GC, GT1, GT2 y GT3 corresponden con los grupos experimentales GC2,
GT2-1, GT2-2 y GT2-3, respectivamente.
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Tabla 6. Media + error estandar de la media de los parametros de la ecuacion de Gompertz
modificada que se obtienen a partir del ajuste de los datos experimentales del crecimiento del

tumor de Ehrlich, 24 horas después de la aplicacion de la CED

Grupos Parametros
o (dias™) B (dias™) y (dias™) i, (mA)
GCl 0,449 + 0,005 0,247 + 0,002 0,000 £ 0,000 | 0,000 + 0,000
GT1-1 3,552 +0,127 0,189 +0,013 0,430 £ 0,012 | 4,255+0,006
GT1-2 1,491 + 0,022 0,017 + 0,002 0,248 0,002 | 7,316+ 0,002
GT1-3 0,057+ 0,016 0,291 + 0,128 0,207 0,072 | 1,598 + 0,294

GC1: grupo control; GT1-1: grupo tratado con i = 6,7 mA por 45 min. TG1-2: grupo tratado
coni = 11,7 mA por 45 min. GT1-3: grupo tratado con i = 17 mA por 45 min. Cada grupo
experimental esta formado por 10 ratones.

Tabla 7. Media =+ error estandar de la media de los parametros de la ecuacion de Gompertz
modificada que se obtienen a partir del ajuste de los datos experimentales del crecimiento del

tumor fibrosarcoma Sa-37, 24 horas después de la aplicacion de la CED

Grupos Parametros
o (dias™) B (dias™) v (dias™) i, (mA)
GC2 0,513 + 0,009 0,262 + 0,006 0,000 + 0,000 | 0,000 + 0,000
GT2-1 1,793 + 0,028 0,142 + 0,006 0,184 +0,003 | 4,342+0,007
GT2-2 1,584 + 0,030 0,076 + 0,002 0,107 = 0,001 7,431 + 0,003
GT2-3 0,006 + 0,001 0,207 + 0,002 0,189+ 0,016 1,080 + 0,210

GC2: grupo control; GT2-1: grupo tratado con i = 6,7 mA por 45 min. TG2-2: grupo tratado
coni= 11,7 mA por 45 min. GT2-3: grupo tratado con i = 14,8 mA por 45 min. Cada grupo
experimental estd formado por 10 ratones.
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Las tablas 6 y 7 evidencian que las razones o/f para los grupos GT1-1, GT1-2 y GT1-3 (para
el tumor de Ehrlich) son 18,79; 87,64 y 0,19; respectivamente. Para el tumor fibrosarcoma
Sa-37, estas razones son 12,62; 20,84 y 0,029 para los grupos GT2-1, GT2-2 y GT2-3,
respectivamente. Para el tumor de Ehrlich, diferentes razones de i/i, se observan entre los
grupos tratados: 1,57 (GT1-1); 1,60 (GT1-2) y 10,64 (GT1-3). También, este hecho se observa
para el tumor fibrosarcoma Sa-37: 1,54 (GT2-1); 1,57 (GT2-2) y 13,70 (GT2-3). Estos
resultados indican que los tumores experimentales de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 alcanzan
sus remisiones completas para i/i, > 2 (GT1-3 y GT2-3). La remision parcial de estos tumores
(disminucion del volumen del tumor hasta alcanzar su valor minimo y luego un crecimiento de
este) se obtiene para 1,50 < i/i, < 1,60, como se observa en las simulaciones hechas con la
EGM (Figuras 9; 10; 10-Iy 10-II).

En la remision parcial (GT1-1, GT2-1, GT1-2 y GT2-2) se observa que el volumen tumoral

;. *
alcanza su minimo en (T, V,,, ), los cuales se muestran en la tabla 8 para estos grupos

experimentales. Esta tabla revela que V.

min

y Tmin dependen de la dosis de CED vy el tipo de

tumor. Para el tumor fibrosarcoma Sa-37 se observan los menores valores de V., 'y los

mayores de Tpn, en comparacion con el tumor de Ehrlich, siendo més evidente para 11,7 mA.
En la tabla 9 se muestra el error para cada parametro de la EGM que se obtiene del proceso de
ajuste de las cinéticas de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, para
cada grupo experimental. En esta tabla se observa que estos errores son pequefios. El uso del
algoritmo de optimizacion Marquardt-Levenberg, en el ajuste de estas cinéticas, revela que no
existe problema con la convergencia y que esta se alcanza de forma rapida.

La capacidad de la EGM para ajustar los datos experimentales del crecimiento de los tumores
de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, para cada grupo experimental, se demuestra a través de los

criterios estadisticos cuantitativos [ecuaciones (8)-(13)] (Tablas 10 y 11). Los resultados

revelan que los valores de 7 son cercanos a la unidad y los de SSE, SE, PRESS y MPRESS

(m = 3; 4; 5) son pequefios, siendo mas marcado para los grupos GT1-3 y GT2-3.
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Tabla 8. Minimo de la ecuaciéon de Gompertz modificada (Tumin, V. ) para los tumores de

Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37

Grupo (Tumin, Vr:;in )
Ehrlich fibrosarcoma Sa-37

No existe
(1,4757; 0,1523)

No existe
(2,7500; 0,1708)

Grupo Control
Grupo Tratado 1"
Grupo Tratado 2" (3,3343; 0,1578) (5,5663; 0,0698)
Grupo Tratado 3 No existe No existe

*QGrupo tratado 1 corresponde al GT1-1 (Ehrlich) y GT1-2 (fibrosarcoma Sa-37)
** Grupo tratado 2 corresponde al GT1-2 (Ehrlich) y GT1-2 (fibrosarcoma Sa-37)
*#* Grupo tratado 3 corresponde al GT1-3 (Ehrlich) y GT1-3 (fibrosarcoma Sa-37)

Tabla 9. Media + error estandar de cada parametro de la ecuacion de Gompertz modificada
que se obtiene del ajuste de los datos de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma

Sa-37 para cada grupo experimental

Errores de los parametros
Grupos Parametros Tumor de Ehrlich Tumor fibrosarcoma Sa-37
Grupo o (dias™) 0,021 0,005 0,034 + 0,004
Control B (dias™) 0,014 + 0,003 0,024 + 0,002
o (dias™) 0,202 = 0,003 1,129 + 0,017
Grupo B (dias™) 0,017 + 0,003 0,054 + 0,001
Tratado 1 y (dias™) 0,014 £ 0,0002 0,065 % 0,0006
i, (MA) 0,026 + 0,0006 0,037 + 0,0003
o (dias™) 0,246 + 0,011 0,317 +0,011
Grupo B (dias™) 0,017 £ 0,001 0,006 £ 0,001
Tratado 2 y (dias™) 0,0251 + 0,0006 0,030 + 0,003
i, (mA) 0,724 + 0,070 0,019 + 0,002
o (dias™) 0,0005 + 0,0000" 0,000+ 0,000°
Grupo B (dias™) 0,017 £ 0,001 0,008 + 0,001
Tratado 3 y (dias™) 0,113 + 0,009 0,022 + 0,002
i, (mA) 0,021 + 0,003 0,052 + 0,002

" Error del parametro o = 0,0005+0,00004.

? Error del parametro p = 0,0004:£0,00001.

*Grupo tratado 1 corresponde al GT1-1 (Ehrlich) y GT1-2 (fibrosarcoma Sa-37)

** Grupo tratado 2 corresponde al GT1-2 (Ehrlich) y GT1-2 (fibrosarcoma Sa-37)
*** Grupo tratado 3 corresponde al GT1-3 (Ehrlich) y GT1-3 (fibrosarcoma Sa-37)
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Tabla 10. Media + error estandar de los criterios estadisticos SSE, SE, raz , PRESS y MPRESS

que se obtienen del ajuste de los datos experimentales del tumor de Ehrlich

Grupos Tumor de Ehrlich
SSE SE 72 PRESS MPRESS
' (m=4)
GC1 0,060+0,019 0,091+0,016 0,999+0,000" | 0,009+0,003 0,012+0,004
GT1-1 0,02540,002 0,064+0,003 1,000+£0,000° | 0,003+0,0002 | 0,002+0,0003
GT1-2 0,030+0,002 0,058+0,002 1,000+0,000° | 0,003+0,0001 | 0,002+0,0002
GT1-3 0,004+0,0003 | 0,021+0,0009 | 1,000+0,000° | 0,000+0,000° | 0,000+0,000"

Las leyendas de GC1, GT1-1, GT1-2 y GT1-3 para el tumor de Ehrlich estan dadas en la figura 5a.
“r? =0,999 +2,99x10”

® 72 =1,000+ 1,61x10™.
° 1} =1,000 £ 1,40x10"°.
472 =1,000 = 1,49x10”.

¢ PRESS = 0,0003 + 0,00003.

"MPRESS = 0,0003 % 0,00002.

Tabla 11. Media =+ error estandar de los criterios estadisticos SSE, SE, ra2 , PRESS y MPRESS

que se obtienen del ajuste de los datos experimentales del tumor fibrosarcoma Sa-37

Grupos Tumor fibrosarcoma Sa-37
SSE SE 72 PRESS MPRESS
' (m=4)
GC2 0,095+ 0,015 0,123 + 0,009 0,999 + 0,000° | 0,014 + 0,002 0,018 + 0,004
GT2-1 | 0,105+0,011 0,143 £ 0,007 0,999 + 0,000 | 0,013 + 0,001 0,016 + 0,002
GT2-2 | 0,047 0,004 0,076 + 0,003 0,999 £ 0,000° | 0,004 £ 0,0003 | 0,004 +0,0003
GT2-3 | 0,001 +0,0001 | 0,008 + 0,001 1,000 + 0,000° | 0,000 = 0,000° | 0,000 = 0,000

Las leyendas de GC2, GT2-1, GT2-2, GT2-3 para el tumor fibrosarcoma Sa-37 estan dadas en la figura

5b.

“r? =0,999 +2,82x107.
7?2 =0,999 +1,75x107.
2 =0,999 +4,93x10™.
472 =1,000 £ 8,08x107"°,

¢ PRESS = 0,00006 + 0,00001.

fMPRESS = 0,00002 =+ 0,000005.




CAPITULO 3: Resultados y discusién 52

En la figura 12 se muestran las cinéticas del volumen del tumor fibrosarcoma Sa-37 con sus
respectivos ajustes con la EGM para las Réplicas 1 (a) y 2 (b). Esta figura revela que las dos
réplicas del experimento original reproducen comportamientos similares a los que se muestran
en la figura 11b para GC2, GT2-2 y GT2-3.

En las tablas 12 y 13 se muestran los valores medios y sus errores estandar de la media para
los parametros o, B, ¥ e i, para las Réplicas 1 y 2, respectivamente. Los mismos no se
diferencian significativamente de los que se muestran en la tabla 5.

Las tablas 12 y 13 confirman que los parametros o, P, v e i, dependen de i, siendo mas
marcado para a e i, por las razones antes mencionadas. Estas tablas evidencian que las
diferencias minimas y maximas del parametro 3 entre los grupos experimentales, para el
tumor fibrosarcoma Sa-37, son 0,058 y 0,70 dias™, respectivamente. Estas respectivas
diferencias son 0,074 y 0,178 para el parametro y. Para los parametros B y vy, estas diferencias
no son significativas en comparacion con las que se obtienen de la tabla 7.

En la tabla 14 se muestran la media + error estandar de la media de los errores con los que se
estiman los parametros a, f3, v e i, para estas dos réplicas, por grupo experimental. Las tablas

15 y 16 muestran los valores medios de SSE, SE, »’, PRESS y MPRESS y sus respectivos

errores estandar de la media, por cada uno de estos grupos experimentales, para las Réplicas 1
y 2, respectivamente. Los valores que se presentan en estas tablas no muestran diferencias
significativas con respecto a los de las tablas 9-11.

El uso de un programa de computacion para estos fines permite que en menos de 3 minutos se
obtengan todos los resultados que se muestran en las tablas 6-11; 12-16 y las figuras 11 y 12.
Este programa permite dar los resultados por cada animal y por cada grupo experimental.

Los resultados de los parametros o, B, y € ip que se muestran en las tablas 6 (tumor de
Ehrlich), 7 (tumor fibrosarcoma Sa-37), 12 (Réplica 1) y 13 (Réplica 2) se obtienen para una
tolerancia < 10°. También, los nimeros de iteraciones y funciones maximas a evaluar son de
10*. Estos valores se usan con el fin de buscar la mejor curva que ajusta a los datos
experimentales de cada grupo experimental.

El minimo volumen tumoral que se observa en GT2-2R1 GT2-2R2 se observan para

(3 dias, 0,1861 cm’) y (4 dias, 0,1347 cm’), respectivamente.
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Figura 12. Datos experimentales (Media + error estandar de la media) y curvas de crecimiento del
tumor fibrosarcoma Sa-37 ajustadas con la ecuacién de Gompertz modificada, 24 horas después de la

aplicacion de la CED. Réplica 1 (a) y Réplica 2 (b).
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Tabla 12. Media =+ error estandar de los parametros de la ecuacion de Gompertz modificada
que se obtienen a partir del ajuste de los datos experimentales del crecimiento del tumor

fibrosarcoma Sa-37 (Réplica 1), 24 horas después de la aplicacion de la CED

Grupos Parametros
o (dias™) B (dias™) y (dias™) i, (mA)
GC2-R1 | 0,472+ 0,027 0,234+ 0,011 0,000 + 0,000 | 0,000 £ 0,000
GT2-2R1 | 1,793 + 0,067 0,045 + 0,004 0,256+ 0,007 | 7,352 +0,008
GT2-3R1 | 0,002+ 0,001 0,747 + 0,047 0,118 +0,002 | 0,209 0,055

GC-R1: grupo control (n = 8); TG2-2R1: grupo tratado con i = 11,7 mA por 45 min (n =9).
GT2-3R1: grupo tratado con i = 14,8 mA por 45 min (n = 9). n representa el nimero de
ratones.

Tabla 13. Media =+ error estandar de los parametros de la ecuacion de Gompertz modificada
que se obtienen a partir del ajuste de los datos experimentales del crecimiento del tumor

fibrosarcoma Sa-37 (Réplica 2), 24 horas después de la aplicacién de la CED

Grupos Parédmetros
o (dias™) B (dias™) y (dias™) i, (mA)
GC2-R2 | 0,426+ 0,024 0,285 + 0,001 0,000 £ 0,000 | 0,000 + 0,000
GT2-2R2 | 1,644+ 0,054 0,227 + 0,012 0,080 £ 0,003 | 7,791+ 0,028
GT2-3R2 | 0,004+ 0,002 0,790 + 0,048 0,006 £ 0,002 | 0,226 + 0,075

GC-R2: grupo control (n = 8); TG2-2R2: grupo tratado con i = 11,7 mA por 45 min (n = 8).
GT2-3R2: grupo tratado con i = 14,8 mA por 45 min (n = 8). n representa el numero de
ratones.
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Tabla 14. Promedio + error estandar de la estimacion de la exactitud de los parametros (error
del pardmetro) obtenido del ajuste de los datos de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37

para cada grupo experimental y las Réplicas 1y 2

Errores de los pardmetros
Grupos Parametros Réplica 1 Réplica 2
Grupo o (dias™) 0,080 =+ 0,009 0,091 £ 0,001
Control B (dias™) 0,051 £ 0,005 0,055 + 0,005
o (dias™) 0,393 + 0,034 0,249 + 0,028
Grupo B (dias™) 0,079 + 0,009 0,050 + 0,004
Tratado 2 v (dias™) 0,044 + 0,003 0,058 + 0,004
i, (mA) 0,012 + 0,001 0,011 + 0,001
o (dias™) 0,0003 + 0,0001 0,0001 =+ 0,0000
Grupo B (dias™) 0,027 + 0,007 0,045 + 0,017
Tratado 3 y (dias™) 0,016 = 0,005 0,023 + 0,005
i, (mA) 0,028 + 0,019 0,012 + 0,007

Tabla 15. Media + error estandar de los criterios estadisticos para la valoracion del modelo de
Gompertz modificado que se usa en el ajuste de los datos experimentales del tumor

fibrosarcoma Sa-37 para la Réplica 1

Grupos Criterios estadisticos

SSE SE 72 PRESS MPRESS
’ (m=4)
GC2-R1 0,086+0,026 0,122+0,018 | 0,987+0,003 0,013+0,004 0,011+0,004
GT2-2R1 | 0,087+0,001 0,118+0,008 | 0,989+0,001 0,009+0,001 0,006+0,001
GT2-3R1 | 0,0004+0,0001 | 0,008+0,001 0.998+0,001 0,00005 + 0,00003 +
0,00001 0,00001

Tabla 16. Media + error estandar de los criterios estadisticos para la valoracion del modelo de
Gompertz modificado que se usa en el ajuste de los datos experimentales del tumor

fibrosarcoma Sa-37 para la Réplica 2

Grupos Criterios estadisticos

SSE SE 72 PRESS MPRESS

’ (m=4)
GC2-R2 0,202+0,041 0,191£0,023 | 0,978+0,004 0,031£0,006 0,039+0,009
GT2-2R2 0,064+0,012 | 0,101+0,009 | 0,982+0,002 0,004+0,001 0,002+0,0006
GT2-3R2 | 0,002+0,0001 | 0,020+0,001 | 0,980+0,001 0,00000 + 0,00000 +
0,00000 0,00000
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La cinética completa del tumor fibrosarcoma Sa-37 no perturbado se obtiene de la
interpolacion de los datos experimentales en la REG-II y de la extrapolacion de la REG-I,
mediante el uso de la ecuacion (17) y los parametros a, B, Ty V, para el GC2 (Tabla 7), como
se muestra en la figura 13 para At = 1/3 dias. La figura 13 muestra las dependencias del
volumen tumoral en el tiempo (Figura 13a) y la primera derivada del volumen del tumor
(dV/dt) en funcion del volumen del tumor (Figura 13b). Estas dependencias no difieren
significativamente de las que se obtienen para los otros valores de At (P = 0,082).

La figura 13a revela que la cinética de crecimiento del tumor no tratado tiene una forma
caracteristica de S con tres etapas bien definidas (SI, SII y SIII). Cada una de estas etapas se
ajusta a una recta para estimar su velocidad de crecimiento, mediante el valor de la pendiente
m (Tabla 17). Los resultados muestran que SI es no lineal (r* = 0,2803) y que existen dos
puntos de intercepcion que separan cada una de las etapas. El primer punto (Vs en Figura 13)
se obtiene de la intercepcion entre SI y SII y representa el principio de SII (disparo de la
cinética de crecimiento tumoral). La tabla 17 corrobora que SII es la etapa mas rapida de
crecimiento tumoral porque el valor de su pendiente es mucho mayor en comparacién a la de
las etapas SI y SIII. El segundo punto (Vi en Figura 13) se obtiene de la interceptacion de SII
y SIII, y representa el inicio de SIII (la cinética de crecimiento tumoral tiende asintoticamente
a un valor limite, que se denomina Vy). La EGM estima los puntos Vs, Vic y Vren (12,34 dias;
0,069 cm3), (25,99 dias; 3,169 cm3), y (60 dias; 3,536 cm3) para todo valor de At,

respectivamente.

Tabla 17. Ajuste lineal de las etapas SI, SII y SIII de la cinética de crecimiento del tumor

fibrosarcoma Sa-37 no tratado (Grupo control, GC2)

Etapas
de N mte, nte, r
TGK
SI 10 | (9,25 +12,00) x10™?' (- 8,20+ 21,51) x10™ 0,2803
SIT | 20 0,259 + 0,011 -3,197+0,193 0,9840
SII | 10 (2,14 +0,20)x10° 3,535 + 0,000 0,9854

N: nimero de puntos interpolados.

m: pendiente de la recta + su error (ep).

n: intercepto de la recta * su error (e,,).

1’: coeficiente de determinacién o bondad de ajuste.
P: probabilidad con intervalo de confianza de 95 %.



CAPITULO 3: Resultados y discusién 54

El analisis de la cinética del tumor fibrosarcoma Sa-37 no perturbado revela la existencia de
un punto de inflexién en (17,56 dias; 1,301 cm3), que se denomina Vi, el cual se puede
determinar analiticamente si la segunda derivada de la EGM se iguala a cero e 1 = 0. Vj es un
punto de la cinética de crecimiento tumoral en el cual ocurre un cambio de curvatura de
concavo a convexo. La figura 13¢ muestra que el maximo de la primera derivada del volumen
tumoral se observa cuando el volumen tumoral es V; y que la cinética de este tumor tiene una
fase rapida de crecimiento (desde cero hasta V;) y otra lenta (desde V; hasta Vy),
independientemente que el volumen aumente desde 0 hasta V.

La extrapolacion de la REG-I estima dos volumenes del tumor fibrosarcoma Sa-37 que se
observan en el experimento durante su crecimiento, los cuales son: 0,02 cm® (menor volumen
tumoral medible, que se denomina V,,) a los 11,29 dias y 0,03 cm’ a los 11,60 dias. En el
experimento, V, se observa a los 12 dias después de la inoculacion de las células tumorales en
el raton BALB/c. La diferencia entre los valores de tiempo que se observa de forma
experimental y el que estima la EGM (17) es de 0,71 dias, lo cual no es significativo para el
analisis de la cinética de crecimiento de un tumor.

El tumor fibrosarcoma Sa-37 se observa macroscopicamente por primera vez (primer volumen
diferente de cero, que se denomina V) a los 8 dias después de la inoculacion de las células
tumorales en el raton BALB/c. V,, es observable y palpable pero no medible. La ecuacion
(17) estima este volumen tumoral en 0,000016 cm® (0,031 cm de didmetro) a los 8 dias
(Figura 13a).

En la tabla 18 se muestran los volumenes iniciales en t = 0 (momento en el que se aplica la
CED) para cada uno de los grupos experimentales de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma
Sa-37 (incluyendo las réplicas). También, se muestran las diferencias de los mismos de los
grupos tratados con CED con sus respectivos controles (GC). Estas diferencias (valores entre
paréntesis en la Tabla 18) se calculan mediante la formula: [V;(0) — V«(0)/Vx(0)], donde V;(0)
y V«(0) son los volimenes iniciales en t = 0 de los grupos control y tratados, respectivamente.
Esta tabla revela que no existen diferencias significativas (P > 0,05) entre estos volumenes

iniciales.
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Figura 13. Cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 no perturbado (GC2) para los
parametros i = 0 mA, o = 0,513 dias™, B = 0,262 dias’, Vo = 0,5 cm® y At = 1/3 dias.
(a) Dependencia del volumen tumoral en el tiempo. (b) Dependencia de la primera derivada del

volumen del tumor (dV/dt) contra el volumen tumoral.
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Tabla 18. Volumenes iniciales de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 por grupo
experimental en el momento de la aplicacion de la CED

Voluimenes iniciales (cm3 )
Grupos Tumor fibrosarcoma Sa-37
experimentales | Tumor Ehrlich Experimento Réplica 1 Réplica 2
original
GC 0,4999 + 0,0040 | 0,4999 +0,0040 | 0,4671 +0,0257 0,4704 + 0,0130
) ) ) )
GT1 0,5040 + 0,0090 | 0,4929 + 00,0022 - -
(0,0081) (0,0142)
GT2 0,4970 £ 0,0041 | 0,4967 £0,0041 | 0,4826 +0,0105 0,4884 + 0,0176
(0,0058) (0,0064) (0,0321) (0,0369)
GT3 0,4999 + 0,0056 | 0,5000 +0,0051 | 0,4794 +0,0134 0,4826 + 0,0148
(0,0000) (0,0002) (0,0257) (0,0253)

Los resultados de la tabla 18 sugieren, en una buena aproximacion, que la REG-I de la cinética
del tumor tratado con CED es la misma que la del grupo control.

Las figura 14 muestra la cinética completa del tumor fibrosarcoma Sa-37 tratado con
11,7 mA durante 45 minutos (GT2-2) para At = 1/3 dias (Figura 14a) y la dependencia de la
primera derivada del volumen tumoral (dV/dt) contra el volumen del tumor (Figura 14b).
Resultados similares a los que se muestran en esta figura se obtienen para At = 1; 1/8; 1/24 y
1/48 dias (resultados que no se muestran). Esta figura revela que la cinética de crecimiento
tumoral en la REG-II (desde V, hasta el final del experimento) se caracteriza por la presencia
de dos subregiones (REG-Ila y REG-IIb). En la REG-IIa, el volumen del tumor disminuye
desde V, hasta su volumen minimo, que se denomina V;,, mientras que en la REG-IIb, este
aumenta desde Vi, hasta el ultimo volumen tumoral que se mide (fin del experimento).

Vmin S€ estima en 0,069 cm’ a los 20,58 dias, para todo valor de At, como muestra la figura 14a
para At = 1/3 dias. También, Vi, se puede obtener por via analitica si se sustituyen los valores
de a, B, v, 1y i, para el GT2-2 (Tabla 7) en las ecuaciones (33) y (7). Vmin S€ observa
experimentalmente para 0,07 cm’, 21 dias después de la inoculacion. Las diferencias entre
estos volimenes tumorales y tiempos (que se estiman y los experimentales) son 0,001 cm® y

0,42 dias, respectivamente, las cuales no son significativas en el orden experimental.



CAPITULO 3: Resultados y discusién

a)
h
=
L
=
Q
g
2
T
=
g
@
£
=
o
=
0 10 20 30 40 50 60
Dias después de la inoculacion
b)

.EE .’,.’I
T |
g |
& .
- |
T |
~ |
> i
T 02 | «Vy

\ |

& * VO

03¢ 4 Vmin I
m V
-04 L . L L L L
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
Volumen del tumor (cm?)

Figura 14. Cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 perturbado con CED (GT2-2) para
los parametros i = 11,7 mA, a = 0,513 dias™, p = 0,262 dias™, y = 0,107 dias™, i, = 7,431 mA,
Vo =0,5 cm’ y At = 1/3 dias. (a) volumen tumoral en el tiempo. (b) primera derivada del volumen

tumoral (dV/dt) contra el volumen del tumor.
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El grafico de la primera derivada del volumen tumoral (dV/dt) contra el volumen tumoral para
el GT2-2 (Figura 14b) revela que la primera derivada del volumen tumoral tiene un cambio de
signo (de positivo a negativo) en el punto (0,375 cm’; — 0,3058 cm’/dias). Este valor de
volumen est4 entre los volumenes experimentales Vo (0,5 cm®) y Vinin (0,07 cm?), el cual no se
observa en el grafico de volumen del tumor contra el tiempo (Figura 14a). Vi, en la figura
14b se estima en (0,069 cm®; — 0,00000098 cm*/dias).

Una imagen completamente diferente se observa en la REG-II de la cinética de crecimiento
del tumor fibrosarcoma Sa-37 perturbado con CED para GT2-3 (Figura 15). Esta figura
muestra los comportamientos del volumen tumoral en el tiempo (Figura 15a), la primera
derivada del volumen tumoral contra el volumen tumoral (Figura 15b) y la del volumen
tumoral que se evalua en el instante t, V(t), contra este volumen que se evaltia en el instante
(t — At), V(t — At). La figura 15a, para At = 1/3 dias, muestra que la cinética de crecimiento
tumoral se caracteriza por la disminucion del volumen del tumor desde V, hasta 0 cm® con dos
sub-regiones bien definidas (REG-IIc y REG-IId).

En REG-IIc, el volumen del tumor fibrosarcoma Sa-37 varia rapidamente desde V, hasta Vg4
(que se estima en 0,014 cm’ a los 21,58 dias); sin embargo, en la REG-IId, este varia desde V4
hasta cero, valor que se estima a los 30 dias después de la inoculacion (15 dias después de la
aplicacion de la CED). Resultado similar al que se muestra en esta figura se observa para los
otros valores de At. Esta figura revela que en la REG-IIc existe un punto de inflexion Vi, que
se estima en (16,15 dias; 0,355 cm3).

El gréafico de la primera derivada del volumen tumoral (dV/dt) contra el volumen del tumor
(Figura 15b) revela que estas dos magnitudes disminuyen desde V, hasta 0 con cambio de
pendiente de la primera derivada pero no de signo. El cambio de pendiente ocurre cuando el
volumen del tumor alcanza el valor Vj, el cual se estima en (0,355 cm3; 0,163 cm3/dia). El uso
de la EGM permite estimar Vg en (0,014 cm’; — 0,0072 cm’/dia).

El crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 es completamente reversible para todo valor de
At, como se muestra en la figura 15¢ para At = 1/3 y 1/24 dias. Esto se evidencia porque la
cinética de crecimiento del grupo GT2-3 es un lazo cerrado después de la aplicacion de la

CED.
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Figura 15. Cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 perturbado con CED (GT2-3) para
los parametros i = 14,8 mA, o = 0,513 dias”, p = 0,262 dias™, y = 0,107 dias™, i, = 1,080 mA,
Vo =0,5 cm’. (a) volumen tumoral en funcién del tiempo para At = 1/3 dias. (b) primera derivada del
volumen tumoral (dV/dt) contra el volumen tumoral para At = 1/3 dias. (¢) volumen tumoral evaluado
en el tiempo t (V(t)) contra el mismo volumen evaluado en el tiempo (t — At), V(t — At) para

(At=1/3 y 1/24 dias).
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La figura 15c revela que las regiones REG-I y REG-II son proporcionales y no simétricas para
el GT2-3, hecho que se demuestra analiticamente si ambas regiones se ajustan a una linea
recta. Para la REG-I, la pendiente * su error y el intercepto + su error son 0,724 £+ 0,011 y
— 0,729 £ 0,024, respectivamente. Estos respectivos parametros, para la REG-II, son
0,992 +£ 0,031 y — 0,524 + 0,068. La proporcion de estas pendientes es 1,37.

Los resultados que se muestran de la cinética de crecimiento para el fibrosarcoma Sa-37
(Figuras 13-15) son similares a los del tumor de Ehrlich, para los tres grupos experimentales y

los valores de At. Esta es la razon por la que esos resultados no se incluyen en esta Tesis.

3.1.3. Modelaciéon y visualizacion de las distribuciones del potencial, intensidad del
campo eléctrico y densidad de corriente eléctrica generadas por un arreglo

eliptico de electrodos

3.1.3.1. Un medio de conductividad constante (tumor plano)

Las figuras 16-18 muestran las distribuciones del potencial (a) y de la intensidad el campo
eléctrico (b) generadas por un arreglo de electrodos con by =5 mm y b, =5 mm (e = 0);
by =949 mm y b, =5 mm (e = 0,85); y by = 3544 mm y b, = 5 mm (e = 0,99),
respectivamente, para los otros parametros constantes. Las figuras 16a-18a comparan las
soluciones exactas de orden principal y primer orden para el potencial, ®°(x,y) [parte real de
ecuacion (19)] y ®'(x,y) [parte real de ecuacion (22)]. Las figuras 16b-18b comparan las
soluciones exactas de orden principal y primer orden para la intensidad del campo eléctrico,
E°(x,y) [parte real de ecuacion (21)] y E'(x,y) [parte real de ecuacion (25)].

Las lineas de contorno en las figuras 16b-18b son las lineas equipotenciales del campo
eléctrico. Estas lineas se plotean para los mismos incrementos de potencial, por esta razon el
espacio entre estas incrementa con la distancia. También, el espacio entre las mismas es una
medida de la intensidad del campo eléctrico.

Las figuras 16-18 revelan que para cada valor de e, en la region dentro del arreglo de
electrodos, existen pequefias diferencias entre los dos graficos de ®°(x,y) y ®'(x,y) y E’(x.y) y
E'(x,y), las cuales se cuantifican mediante Dps y RMSE (Tabla 19). En estas figuras se
observa que las magnitudes del potencial y campo eléctrico son mas intensas en la superficie

de los electrodos activos y estas disminuyen con la distancia entre los electrodos. Un hecho
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interesante que se observa en las figuras 16b-17b es la pequefia perturbacion existente en el
campo eléctrico, cerca de los electrodos inactivos, la cual no se observa en la figura 18b
alrededor de estos mismos electrodos.

Las figuras 16a,b muestran que las distribuciones del potencial y la intensidad del campo
eléctrico cambian cuando los electrodos se insertan en un arreglo circular (b;= b= 5 mm).
Estos resultados y las ecuaciones (18-18d; 19; 20; 24 y 25) concuerdan con los de Dev y cols.
[136] (Figuras 16a,b).

Se observan pequefias diferencias entre ®°(x,y) y @'(x,y) (Figura 16a) y E'(x,y) y E'(xy)
(Figura 16b). La diferencia maxima entre ®°(x,y) y ®'(x,) es 0,002 V mientras que entre
E’x,y) y E'(x,y) es 0,005 V/mm. Las lineas equipotenciales en el medio del arreglo de
electrodos son paralelas e igualmente espaciadas, lo que indica que el campo eléctrico es
uniforme. Las distribuciones del potencial y el campo eléctrico (Figuras 16a,b) no se
modifican con el aumento del radio del electrodo y se obtienen para @ = 0,5 mm, b; = 10 mm y
b, = 5 mm, para los otros parametros constantes. Sin embargo, las figuras 17 y 18 revelan
patrones de distribucion del potencial y el campo eléctrico diferentes a los que se muestran en
la figura 16, siendo mas marcado para el mayor valor de e. Estas diferencias se calculan
mediante Dy y RMSE para las distribuciones de ®°(x,y) y E°(x,y), como se muestra en la
tabla 20, la cual revela que Dpsx y RMSE aumentan con el aumento de e. Similares diferencias
de estos dos parametros se encuentran para ®'(x,y) y E'(x,y) (resultados que no se muestran).
Las figuras 17 y 18 muestran que no existen diferencias entre los graficos de ®°(x,y) y ®'(x,y)
ni E°(x,y) y E'(x,y), e indican que las lineas equipotenciales en la region central del arreglo de
electrodos no son paralelas ni estdn espaciadas igualmente. Esto sugiere que el campo
eléctrico en esta region no es uniforme. Las simulaciones muestran que estas diferencias son
mas marcadas para valores pequefios de b; y by (b, < by £ 3 mm) y el radio mayor del
electrodo que se utiliza en la electroterapia (¢ = 0,5 mm). El radio del electrodo que se emplea
en esta terapia experimental estd en el rango de 0,25 a 0,5 mm.

Las distribuciones del potencial y la intensidad del campo eléctrico (Figuras 16-18) cambian
con el aumento de V,, salvo que los valores de sus isolineas aumentan linealmente con el

incremento de V,,.
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Figura 16. Distribuciones del (a) potencial, en orden cero del (®°) y orden uno (@), y (b) intensidad
del campo eléctrico, en orden cero (E”) y orden uno (E'), para un arreglo de electrodos circular. Las
simulaciones se realizan para a = 0,215 mm, b; = 10 mm, b, = 5 mm, 0 = 60°, ¥, = + 0,5 V para los

electrodos 2y 3, V,=—0,5 V para los electrodos 5y 6,y V, =0V para los electrodos 1 y 4.
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Figura 17. Distribuciones del (a) potencial, en orden cero del (®°) y orden uno (®"), y (b) intensidad
del campo eléctrico, en orden cero (E’) y orden uno (E') para un arreglo de electrodos eliptico. Las
simulaciones se realizan para a = 0,215 mm, b; = 10 mm, b, = 5 mm, 6 = 60°, ¥, = + 0,5 V para los

electrodos 2y 3, V,=—0,5 V para los electrodos 5y 6,y V, =0V para los electrodos 1 y 4.
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Figura 18. Distribuciones del (a) potencial, en orden cero del (®°) y orden uno (@), y (b) intensidad
del campo eléctrico, en orden cero (E’) y orden uno (E') para un arreglo de electrodos eliptico. Las
simulaciones se realizan para a = 0,215 mm, b; = 35,444 mm, b, = 5 mm (e = 0,99), 6 = 60°,
V, =+ 0,5V para los electrodos 2 y 3, V, =— 0,5 V para los electrodos 5y 6,y V, =0 V para los

electrodos 1y 4.
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Tabla 19. Error de la Raiz Media Cuadratica (RMSE) y Diferencia maxima (D) entre
D'(x,y) y @'(x,y), y E°(x,y) y E'(x,y) para b, = 5 mm y diferentes valores de excentricidad (e)

D(xy) y @'(x.y) E’(x.y) y E'(x.y)

e b; (mm) Dinax RMSE Dimax RMSE
\% (x10™) (V/m) (x107)

0,00 | 5,0000 0,0023 4,5199 0,0084 1,1207
0,15 | 5,0572 0,0022 4,4581 0,0082 1,1011
0,25 | 5,1640 0,0021 4,3563 0,0096 1,0895
0,35 | 5,3376 0,0022 42415 0,0088 1,0637
0,45 | 5,5989 0,0021 4,0635 0,0077 1,0049
0,55 | 5,9868 0,0023 3,8859 0,0087 9,8359
0,70 | 7,0014 0,0051 4,0324 0,0403 1,4545
0,75 | 17,5593 0,0161 5,1139 0,8704 1,1924
0,80 | 8,3333 0,0309 6,8611 1,3913 2,0767
0,85 | 9,4916 0,0253 6,2651 1,1372 1,6920
0,89 | 10,966 0,0198 53139 0,8806 1,3395
0,91 | 12,060 0,0167 4,7617 0,7305 1,1400
0,93 | 13,603 0,0133 4,1555 0,5659 9,2133
0,95 | 16,013 0,0096 3,4818 0,4044 6,8079
0,97 | 20,567 0,0074 2,7081 0,2522 4,2124
0,99 | 35,444 0,0040 1,6863 0,0701 1,5919
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Tabla 20. Error de la Raiz Media Cuadratica (RMSE) y Diferencia maxima (Dmsx) para
@°(x,y) y E'(x,y) generado por un arreglo eliptico de electrodos, para diferentes valores de
excentricidad (e) y b, = 5 mm, comparado con aquellos generados por un arreglo circular de

electrodos

D°(x,y) E'(x,y)
€ by (mm) Dinax RMSE Dinax RMSE
(V) (V/m)

0,00 | 5,0000 | 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
0,15 | 50572 | 0,0044 0,0352 | 0,0085 | 0,0319
0,25 | 51640 | 0,0123 0,1003 | 0,0231 | 0,0894
0,35 | 53376 | 0,0244 0,2052 | 0,0445 | 0,1777
0,45 | 555989 | 0,0415 0,3609 | 0,0721 | 0,2999
0,55 | 59868 | 0,0642 0,5862 | 0,1028 | 0,4602
0,70 | 7,0014 | 0,1116 1,1440 | 0,1506 | 0,7941
0,75 | 7,5593 | 0,1329 14318 | 0,1664 | 0,9416
0,80 | 8,3333 | 0,1587 1,8105 | 0,1812 | 1,1191
0,85 | 9,4916 | 0,1903 23312 | 0,1949 | 1,3440
0,89 | 10,966 | 0,2223 2,9156 | 02053 | 1,5839
0,91 | 12,060 | 02416 3,2944 | 02104 | 1,7375
0,93 | 13,603 | 0,2642 3,7559 | 02156 | 19257
0,95 | 16,013 | 0,913 43292 | 02212 | 2,1631
0,97 | 20,567 | 0,3249 50556 | 0,2278 | 24697
0,99 | 35444 | 10,3416 3,2945 | 02367 | 28711
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Los graficos de contorno del potencial y la intensidad del campo que se obtiene por el método
FDM son muy similares a los que se muestran en las figuras 16-18 y por esta razon no se
muestran.

Las figuras 19-21a,c,e comparan las soluciones numéricas para el potencial con la soluciones
analiticas exactas de orden principal ®°(x,y) y se grafican por tres vias diferentes, a través de:
los electrodos 6 y 2, centro del arreglo de electrodos y los electrodos 3 y 2. En las figuras
19-21b,d,f se comparan las intensidades del campo eléctrico. La tabla 21 muestra las
diferencias entre las soluciones analitica y numérica para el potencial y la intensidad del
campo eléctrico, mediante RMSE y D, para tres valores de e: 0 (b; = b, = 5 mm), 0,85
(b1 =9,4916 mm y b, =5 mm), y 0,99 (b; = 35,44 mm y b, = 5 mm). También, se calculan los
valores de Dpysx y RMSE, para una malla de 1 000 x 1 000 son mayores que los que se
muestran en la tabla 21 (resultados que no se muestran).

Las figuras 19-21 muestran que fuera del arreglo de electrodos existe una discrepancia entre
las soluciones analitica y numérica para todos los valores de e, siendo mas marcada para e = 0.
Esta discrepancia se explica por Dev y cols. [136] y la misma disminuye si Rexterior aumenta.
Estas figuras también muestran que la solucion numérica para Rexeerior = 3b; S€ aproxima mas a
la analitica que para Rexeerior = 2b1, para cada valor de e, hecho que se verifica mediante RMSE
(Tabla 21 y Figuras 19-21). La mayor concordancia entre las soluciones analitica y numérica,
para ¢ = 0,99, se observa para el mismo valor de Rexeerior (Figuras 19-21 y Tabla 21). Los
pequeiios valores de RMSE para las soluciones numéricas (Rexeerior = 2b1 y 3b;) indican que
ambas soluciones se aproximan, siendo mas marcado para ¢ = 0,99 (Tabla 21 y Figuras
19-21). Las soluciones numéricas para el potencial y la intensidad del campo eléctrico con la
exactitud de primer orden revelan patrones como los que se muestran en las figuras 19-21.
Con el uso de esta correccion, se reduce la discrepancia que se observa, entre estas dos
magnitudes fisicas, en el interior del arreglo de electrodos; sin embargo, esta permanece fuera

del arreglo de electrodos (resultados que no se muestran).
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Figura 19. Soluciones analitica (linea sélida) y numérica para el potencial e intensidad del campo
eléctrico en la aproximacion de orden principal para el caso de e = 0, como funcién de posicion a
través de tres caminos diferentes: (a-b) electrodos 6 y 2, (c-d) centro del arreglo, y (e-f) electrodos 3 y

2. Para las soluciones numéricas se usan dos regiones de tamafio diferente Rexterior = 2b; (lineas

punteadas) y Rexterior = 3b1 (puntos).
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Figura 20. Soluciones analitica (linea sélida) y numérica para el potencial e intensidad del campo
eléctrico en la aproximacion de orden principal para el caso de e = 0,85; como funcion de posicion a
través de tres caminos diferentes: (a-b) electrodos 6 y 2, (c-d) centro del arreglo, y (e-f) electrodos 3 y

2. Para las soluciones numéricas se usan dos regiones de tamafio diferente Rexterior = 2b; (lineas

punteadas) y Rexterior = 3b1 (puntos).
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Figura 21. Soluciones analitica (linea sélida) y numérica para el potencial e intensidad del campo
eléctrico en la aproximacion de orden principal para el caso de e = 0,99; como funcion de posicion a
través de tres caminos diferentes: (a-b) electrodos 6 y 2, (c-d) centro del arreglo, y (e-f) electrodos 3 y

2. Para las soluciones numéricas se usan dos regiones de tamafio diferente Rexterior = 2b; (lineas

punteadas) y Rexterior = 3b1 (puntos).
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Tabla 21. Error de la Raiz Media Cuadratica (RMSE) entre la solucion analitica (AS) y numérica (NS)

para Reyerior = 2b1 Y Rexterior = 3by y diferentes valores de ¢ = 0 (b; = 5 mm y b, = 5mm),
e=0,85(b;=9,4916 mm y b, = 5Smm) y ¢ = 0,99 (b; = 35,444 mm y b, = Smm)

RMSE
Camino a Camino a Camino a Camino a Camino a .
. \ . . . Camino a
través de través de través del través del través de ,
través de los
e ASyNS los los centro del centro del los clectrodos
electrodos | electrodos arreglo arreglo electrodos
2-3
2-6 2-6 2-3 (E)
(D) (E) (D) (E) (D)
AS-NSy,; 0,0331 0,0326 0,0229 0,0913 0,0472 0,1000
AS-NSs, 0,0272 0,0283 0,0169 0,0270 0,0371 0,1122
0
NS54:-NSsp, 0,0061 0,0369 0,0060 0,1151 0,0109 0,0496
AS-NSy,; 0,0580 0,0239 0,0253 0,0327 0,0662 0,0618
0.85 AS-NSs,; 0,0524 0,0230 0,0207 0,0301 0,0587 0,0601
' NS»,1-NSsp, 0,0058 0,0051 0,0046 0,0614 0,0084 0,0126
AS-NSy, 0,0073 0,0056 0,0046 0,0065 0,0048 0,0013
0.99 AS-NS;y,; 0,0070 0,0025 0,0039 0,0019 0,0048 0,0011
' NS,,1-NSsp, 0,0054 0,0034 0,0007 0,0084 0,0035 0,0024

NSo,1 y NSsp,; son las soluciones numéricas para  Rexeerior
respectivamente. @ es el potencial y E la intensidad del campo eléctrico.

= 2b; y Rexterior

3bla
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3.1.3.2. Dos medios (tumor plano y su tejido sano circundante)

Las figuras 22-24 muestran las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y) que genera un arreglo
eliptico de electrodos con ¢ = 0; 0,85 y 0,99; respectivamente, para diferentes valores de la
relacion 61/, y Configuraciones 1, 2 y 3. En estas figuras se observan varios patrones de
distribucion de densidad de corriente. En las mismas se puede observar que para 61/, =1y
Configuracién 1, las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) que se muestran en las figuras 22-24a
coinciden con las de E°(x,y) y E'(x,y), y solo difieren en el valor de la conductividad de los
dos medios que se reportan en las figuras 16-18b, respectivamente.

Para la Configuracion 1, las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y) para 61/6, = 1 y 61/65 = 10 se
muestran en las figuras 22-24a y figuras 22-24d, respectivamente. Para la Configuracion 2, las
figuras 22-24b muestran estas distribuciones para 6;/c, = 1 mientras que las figuras 22-24e lo
hacen para o1/c, = 10. Las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) para los mismos valores de la
relacion de oj/c, y Configuracion 3 se muestran en las figuras 22-24c y 22-24f,
respectivamente. En estas figuras, el nimero de isolineas es 1 000 y la cercania de las lineas
de densidad de corriente es una medida de la intensidad del vector densidad de corriente
eléctrica. Las isolineas de la densidad de corriente cercanas (distantes) indican una
intensificacion (debilitamiento) de esta magnitud (Tabla 22).

Las figuras 22-24 muestran pequefias diferencias entre las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y)
para todos los valores de e, relacion 61/62, y Configuraciones 1, 2 y 3, las cuales se cuantifican
mediante Dps vy RMSE en R; (Tabla 23), y es mas evidente para 6/, = 10, e = 0 y
Configuracion 2. Esto se evidencia cuando se muestran estas distribuciones a lo largo de los
ejes xy y; para e = 0; 0,85 y 0,99, como se muestra en las figuras 25-27, respectivamente.

Las figuras 25-27a,b muestran las distribuciones de J'(x,y) a lo largo de los ejes x y y para
o1/0, = 1, mientras que las figuras 27-29¢,d muestran estas distribuciones para ¢;/c, = 10. Los
valores de la densidad de corriente eléctrica a lo largo del eje x son mas intensos que los que
se obtienen a lo largo del eje y, y estos también dependen de e. Estas figuras revelan que el
aumento de la relacion 61/6; respecto a 6;/c, = 1 provoca una mayor concentracion de las
lineas de densidad de corriente eléctrica en el tumor y su interfase I'y;, para e y el tipo de
configuracion de electrodos fijos. Este hecho es mas marcado para la Configuracion 2 y e =0
(Figuras 22-24b,e). Como resultado, las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y), difieren

significativamente respecto a las de 61/c, = 1 para cualquier relacion de o,/c, (Tabla 24).
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También, estas lineas de densidad de corriente eléctrica se concentran mas en el tumor y su
interfase cuando se emplea la Configuracion 2 (Figuras 22-27).

La insercion del arreglo de electrodos dentro o fuera de I'y; trae consigo marcadas diferencias
en las distribuciones de I°(x,y) y J'(x,y) con respecto a las de la Configuracién 1 (Tabla 24),
hecho que se hace mas evidente para e =0y 6,/0, = 10.

Las simulaciones revelan que las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) en el tumor no se afectan
con el aumento de o, cuando la relacion o;/c, es constante para cada valor de e y
Configuraciones 1; 2 y 3. Sin embargo, en el tejido sano circundante se observa un
reforzamiento de las magnitudes de I°(x,y) y J'(x,y) directamente proporcional a o, (resultado

que no se muestra).
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Tabla 22. Valores maximos y minimos de las isolineas J°(x,y) y J'(x,y), para o/c, = 1; y 10,

e=0;0,85y 0,99, y las Configuraciones 1, 2 y 3. El nimero de isolineas es 1 000

Configuracion 1 Configuracion 2 Configuracion 3
¢ Gi/G) J min J max J min J max J min J max
(A/m?) (A/m?) (A/m?) (A/m?) (A/m?) (A/m?)
J*(x.»)
0 1 0,474 | 9,562¢+003 | 0,907 | 2,260e+004 | 0,3700 | 5,904e+003
10 0,474 | 5,181e+004 | 3,700 | 2,260e+005 | 0,3700 | 5,904e+003
0.85 1 0,151 | 6,612e+003 | 0,264 | 9,917e+003 | 0,098 | 5,469e+003
’ 10 0,151 | 6,612¢+004 | 0,264 | 9,917e+004 | 0,098 | 5,469e+003
0.99 1 0,009 | 4,861e+003 | 0,016 | 2,859¢+003 | 0,006 | 2,999e+003
’ 10 0,009 | 4,861e+004 | 0,016 | 2,859e+004 | 0,006 | 2,999e+003
J'(x.y)
0 1 0,571 | 1,084e+004 | 0,787 | 7,085e+004 | 0,405 | 8,849e+003
10 0,571 | 7,681e+004 | 3,674 | 7,085¢+005 | 0,405 | 8,849e+003
0.85 1 0,198 | 9,658e+003 | 0,296 1,973e+004 | 0,118 | 4,895e+003
’ 10 0,198 | 9,658e+004 | 0,296 1,973e+005 | 0,118 | 4,895e+003
0.99 1 0,011 | 5,799¢+003 | 0,017 | 2,693e+003 | 0,008 | 2,547¢+003
’ 10 0,011 | 5,799¢+004 | 0,017 | 2,693e+004 | 0,008 | 2,547¢+003

Jmin Y Jmax son las lineas mas distantes y mas cercanas de J°(x,y) y J'(x,y), respectivamente
(Figuras 25-27).
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Figura 22. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden cero, JO(X,y), y orden uno,
J 1(X,y), para un arreglo de electrodos eliptico con excentricidad e = 0 para: (a) Configuracion 1,
b, = b, = 5 mm, y 61/6; = 1; (b) Configuracion 2, b; = b,= 4 mm, y 6;/6; = 1; (¢) Configuracion 3,
b, = b= 6 mm, y 61/6; = 1; (d) Configuracién 1, b;= b,= 5 mm, y o1/6, = 10; (e¢) Configuracion 2,
b= b,=4 mm, y 6;/0; = 10; y (f) Configuracion 3, b;= b,= 6 mm. Estas simulaciones son hechas para
0=60° a=0215mm, V,=+ 0,5V para los electrodos 2 y 3, V,=— 0,5 V para los electrodos 5y 6, y

V,= 0V para los electrodos 1 y 4. Las unidades de a, by, b, (en mm) se convierten a m.
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Figura 23. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden cero, JO(X,y), y orden uno,
J 1(X,y), para un arreglo de electrodos eliptico con excentricidad e = 0,85 para: (a) Configuracion 1,
by = 9,492 mm y b, = 5 mm, y 61/02 = 1; (b) Configuracién 2, b; = 7,593 mm y b= 4 mm, y
61/65 = 1; (¢) Configuracion 3, b; = 11,390 mm y b, = 6 mm, y 61/6, = 1; (d) Configuracién 1,
b= 9,492 mm y b, = 5 mm, y 6;/0, = 10; (¢) Configuracion 2, bj= 7,593 mm y b, = 4 mm, y
61/62 = 10; y (f) Configuracion 3, by = 11,390 mm y b,= 6 mm, y 6;/0, = 10. Las simulaciones fueron
hechas para 6 = 60°, a = 0,215 mm, V, = + 0,5 V para los electrodos 2 y 3, V, = — 0,5 V para los
electrodos 5y 6,y V, =0V para los electrodos 1 y 4. Las unidades de a, b;, b, (en mm) se convierten a

m.
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Figura 24. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden cero, JO(X,y), y orden uno,
J 1(X,y), para un arreglo de electrodos eliptico con excentricidad e = 0,99 para: (a) Configuracion 1,
b; =35,444 mm y b, = 5 mm, y 6,/6; = 1; (b) Configuracion 2, b; = 28,355 mm y b, = 4 mm, y
61/6; = 1; (¢) Configuracién 3, b; = 45,532 mm y b, = 6 mm, y 61/6; = 1; (d) Configuracion 1,
b; = 35,444 mm y b, = 5 mm, y 61/6 = 10; (¢) Configuracion 2, b; = 28,355 mm y b, = 4 mm, y
61/6, = 10; y (f) Configuracion 3, b; = 45,532 mm y b, = 6 mm, y 6;/0, = 10. Las simulaciones son
hechas para 6 = 60°, a = 0,215 mm, V, = + 0,5 V para los electrodos 2 y 3, V, = — 0,5 V para los
electrodos 5y 6,y V, =0V para los electrodos 1 y 4. Las unidades de a, b;, b, (en mm) se convierten a

m.



CAPITULO 3: Resultados y discusién 62

La influencia de los parametros que se investigan (e, relacion 6,/c, y tipo de configuracion de
electrodos) sobre las distribuciones de J°(x,y) y J'(x,y) se pueden cuantificar a través de la

norma euclidiana de distribucion de densidad de corriente eléctrica dentro del tumor, que se

denomina ||J1 , como se muestra en la figura 28. Se realizan tres estudios adicionales: en el

primero, se fijan la posicion de los electrodos y la relacion /6, y se varia e entre 0 y 0,99
(Figura 28a); en el segundo, la relacion 61/6; se varia entre 0,5 y 10, y se fija la posicion de los

electrodos y e (Figura 28b); y en el tercero, se varia la posicion de los electrodos entre 0,5 y

10 mm, y se mantiene constante la relacion 61/c, y e (Figura 28c). Para estos tres estudios ||J]||

se calcula en una region circular de 3 mm de radio.

La figura 28a muestra la dependencia de la excentricidad de ||J]|| para oi/c; = 5,

Configuraciones 1; 2 y 3, para los valores constantes de 6 = 60°, @ = 0,215 mm, b, = 5 mm,
Vo=40,5V (electrodos 2 y 3), V, =— 0.5 V (electrodos 5y 6),y V, =0 V (electrodos 1 y 4).

Los valores de b; dependen de e. Esta figura revela que ||J1|| disminuye con el aumento de e,

lo cual es mas evidente para e > 0,8. Los mayores valores de esta norma se obtienen para la
Configuracion 2, para los cuales existen diferencias significativas entre las Configuraciones 1;
2 y 3 por debajo de e = 0,85. Los valores de ||J1|| para I°(x,y) y J'(x,y) no muestran diferencias
significativas (P > 0,05), para estas configuraciones de electrodos. Se puede verificar que el
comportamiento que se muestra en la figura 28a es similar para otros valores de la relacion

o1/0, para las Configuraciones 1; 2 y 3. En este caso,

Jl|| aumenta con el aumento de esta

relacion.
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Tabla 23. Raiz de los errores cuadrados medios, RMSE, (en A/mz) y la diferencia maxima,

Dinix, (en A/m?), empleada para cuantificar las diferencias entre las distribuciones de J°(x,y) y

J'(x,y) que se obtienen para 61/c, =1y 10, e = 0; 0,85 y 0,99; y Configuraciones 1; 2 y 3

Configuracion 1

Configuracion 2

Configuracion 3

e G1/02 Dinix RMSE Dinix RMSE Dinix RMSE
(A/m>) | (A/m® | (A/m® | (A/m®) | (A/md) (A/m’)

0 1 2,478 0,750 3,453 1,394 1,9100 0,456
10 24,776 | 7,500 | 34,532 | 13,939 19,097 4,562

0.85 1 0,770 0,186 1,169 0,356 0,483 0,108
’ 10 7,695 1,742 11,694 | 3,486 4,832 0,989
0.99 1 0,011 0,006 0,022 0,013 0,006 0,004
’ 10 0,107 0,041 0,219 0,094 0,060 0,023




CAPITULO 3: Resultados y discusién

Tabla 24. Raiz de los errores cuadrados medios, RMSE, (en A/mz) y la diferencia maxima, Dy,
(en A/m’) para cuantificar las diferencias entre las distribuciones de JO(X,y) yJ 1(X,y) que se obtienen

de la comparacién de 6;/0, = 10 respecto a 61/62 = 1, en Ry, manteniendo fijas las Configuraciones 1,
2 y 3. Esta tabla también muestra los valores de RMSE y D,,;sx para estas distribuciones que se obtienen
de la comparacion de las Configuraciones 2 y 3 con respecto a la Configuracion 1. En ambas
situaciones, 6> = 1 S/m y el tamafio de R; es b = 3 mm y b,= 3 mm (para e = 0), b= 5,695 mm y

b,=3 mm (para e = 0,85) y bj= 21,261 mm y b,= 3 mm (para ¢ = 0,99)

Configuracion 1 Configuracion 2 Configuracion 3
€ 01/0, Dinax RMSE Dinax RMSE Dinax RMSE
(A/m’) (A/m’) (A/m’) (A/m’) (A/m’) (A/m’*)
Comparacién de o,/c, =10 con respecto a 0,/c, =1
J’(x,y) en R,
0 1 0 0 0 0 0 0
10 816,918 711,605 1382,112 946,922 606,051 568,571
0.85 1 0 0 0 0 0 0
’ 10 580,914 421,613 978,997 564,242 435,146 340,507
0.99 1 0 0 0 0 0 0
’ 10 67,641 32,936 93,693 42,971 52,542 26,459
J'(x,y) en R,
1 0 0 0 0 0 0
0 10 823,075 | 716,672 | 1404869 | 958,996 | 608,977 | 571,219
0.85 1 0 0 0 0 0 0
’ 10 582,998 423,061 988,170 567,241 436,023 341,298
0.99 1 0 0 0 0 0 0
’ 10 67,732 32,982 93,891 43,066 52,592 26,485
Comparacion de las Configuraciones 2 y 3 con respecto a la Configuracion 1
Ix,y) en R,
0 1 0 0 63,532 26,895 23,473 15,974
10 0 0 635,316 268,949 234,730 159,742
0.85 1 0 0 46,146 17,424 17,326 9,692
’ 10 0 0 461,463 173,750 173,262 96,152
0.99 1 0 0 2,895 1,240 1,678 0,821
’ 10 0 0 28,947 11,261 16,776 7,237
J'(x,y) en R,
0 1 0 0 65,334 27,655 23,847 16,241
10 0 0 653,344 276,552 238,470 162,410
1 0 0 46,9100 17,611 17,464 9,762
0,85 10 0 0 469,099 175,597 174,644 96,864
0.99 1 0 0 2,907 1,245 1,682 0,823
’ 10 0 0 29,065 11,313 16,823 7,259
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Figura 25. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden uno, J 1(X,y), a lo largo de los

ejes x y y generadas por las Configuraciones 1 (sobre I',,), 2 (dentro de I',;) y 3 (fuera de I',;) con

excentricidad e = 0 y valores de 61/0, = 1 y 10. (a) eje x para Gj/0, =

61/62= 1, (¢) eje x para 61/62= 10 y (d) eje y para 6,/6, = 10.

1, (b) eje y para
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Figura 26. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden uno, J'(x,), a lo largo de los
ejes x y y generadas por las Configuraciones (sobre I°,,), 2 (dentro de I’,,) y 3 (fuera de I’,;) con
excentricidad ¢ = 0,85 y valores de o,/0, = 1 y 10. (a) eje x para o,/c, = 1, (b) eje y para

61/6,=1, (¢) eje x para 6,/c, = 10 y (d) ejes y para 6,/0,= 10.
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Figura 27. Distribuciones de la densidad de corriente eléctrica, en orden uno, J'(x,y), a lo largo de los

ejes x y y generadas por las Configuraciones (sobre I°,,), 2 (dentro de I’,,) y 3 (fuera de I’,,) con

excentricidad e =

0,99 y valores de o)/, = 1 yl0. (a) eje x para o/, =

61/0,=1, (¢) eje x para 6;/0,= 10 y (d) eje y para ,/6,= 10.

1, (b) eje y para
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La figura 28b muestra la dependencia de ||J1|| contra la relacion oi/0, para e = 0,
Configuraciones 1; 2 y 3, y los parametros constantes 6 = 60°, @ = 0,215 mm, b, = 5 mm,
V,=+0,5V (electrodos 2 y 3), V,=—10,5 V (electrodos 5y 6),y V, =0V (electrodos 1y 4).
Los valores de b; dependen de e. ||J ]|| aumenta linealmente con el aumento de la relaciéon 6/0,
para las tres configuraciones de electrodos. Los mayores valores de esta norma se obtienen
para la Configuracion 2, existiendo diferencias significativas entre las Configuraciones 1, 2 y
3 para 61/02 > 3 (P < 0,05). Los valores de ||J1|| para I°(x,y) y I'(x,y) no muestran diferencias
significativas (P > 0,05) para estas configuraciones de electrodos. Este mismo comportamiento

se muestra para otros valores de e y las Configuraciones 1; 2 y 3. En este caso,

J || disminuye

con el aumento de e (resultado que no se muestra).

Como se indica en la figura 28c, ||/, 1|| disminuye con el aumento de R, (R4 es la relacion entre

el radio del arreglo de electrodos y el radio del tumor). Esta figura se obtiene para e = 0,
c1/6; = 5, y los valores constantes de 6 = 60°, @ = 0,215 mm, b, = 5 mm, V, =+ 0,5V
(electrodos 2y 3), V,=—10,5 V (electrodos 5y 6) y V,= 0V (electrodos 1 y 4). Los valores de

b; dependen de e. De esta figura se puede observar que ||J]|| tiende a cero para Ry > 2 y no

existen diferencias significativas en los valores de ||J ]|| para I°(x,y) y J'(x,y) para Ry > 0,8. Sin
embargo, J'(x,y) difiere de J°(x,y) para Ry por debajo de 0,8; siendo la mayor diferencia para
Ra = 0,1. Los valores de ||J] || para J'(x,y) son mayores que aquellos para J(x,y). Se puede
demostrar que el comportamiento que se muestra en la figura 28c es el mismo para otros

valores de e y la relacion o,/c,. En este caso,

J1|| disminuye cuando e aumenta y/o 6/,

disminuye (resultados que no se muestran).

Con el uso del programa de computacion ONCOMAPET® se puede hacer un estudio que
muestre como las distribuciones del potencial, intensidad del campo eléctrico y densidad de
corriente se afectan si se cambian las polaridades, posicion y numero de electrodos. También,
este programa de computacion permite visualizar estas distribuciones para arreglos
concéntricos de electrodos que se pueden usar cuando el volumen tumoral es grande

(Vo>1 cm’ ) (resultados que no se muestran).
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Figura 28. Norma de la densidad de corriente eléctrica dentro del tumor (||J1||) en funcién de los
parametros investigados (excentricidad, relacién o,/c, y tres configuraciones de electrodos).
(a) ||J1|| en funcion de la excentricidad para c,/c, = 5 y las Configuraciones 1; 2 y 3. (b) ||J]|| contra
61/0, para ¢ = 0 y las Configuraciones 1; 2 y 3. (c) ||J1|| en funcion de R, parae = 0 y 6,/6,= 5. En

estas tres figuras, se mantienen constantes 6 = 60°, @ = 0,215 mm, b, = 5 mm, V, =+ 0,5 V para los
electrodos 2 y 3, V, =— 0,5 V para los electrodos 5y 6,y ¥V, =0 V para los electrodos 1 y 4. Los

valores de b; dependen de e.



CAPITULO 3: Resultados y discusién 64

3.2. Discusion de los resultados

3.2.1. Cinética de crecimiento de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 despueés
de la aplicacion de diferentes intensidades de corriente eléctrica directa

Los resultados demuestran que la CED tiene un marcado efecto antitumoral en los tumores de
Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 porque retarda significativamente sus crecimientos después de la
aplicacion de la CED al ser comparados con sus respectivos grupos controles. Esto se justifica
porque el porcentaje de regresion en ambos tipos de tumores aumenta con el incremento de la
cantidad de carga eléctrica (intensidad de la CED), aspecto que explica porque la necrosis que
se induce en el tumor por la CED incrementa también con la intensidad de este agente fisico,
en concordancia con todos los resultados que se reportan en la literatura, después de la
aplicacion de la CED [15, 17, 18, 22, 32, 37, 94].

Los resultados de las Réplicas 1 y 2 son consistentes con los del experimento original para el
tumor fibrosarcoma Sa-37 (Tablas 1-4 y Figuras 5y 8).

Las cinéticas de crecimiento para los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 (y sus réplicas)
después de la aplicacion de la CED evidencian el comportamiento de la necrosis que se induce
en el tumor en funcién de la intensidad de la CED por encima de 10 mA, aspecto no
esclarecido hasta el momento en la literatura. En esta Tesis se evidencia que este
comportamiento es no lineal y asintético como el que se muestra esquematicamente en la
figura 29 con la flecha. Este resultado esta en correspondencia con el comportamiento no
lineal del volumen del tumor (Figuras 5 y 8) y del porcentaje de regresién en funcion de i
(Tablas 2 y 4). A diferencia de lo que se reporta en esta Tesis, Griffin y cols. [96] y Wemyss-
Holden y cols. [97] reportan que el comportamiento de la necrosis en funcion de la intensidad

de la CED es lineal hasta 5 y 10 mA, respectivamente.
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Figura 29. Representacion esquematica de la dependencia del porcentaje de necrosis en funcion de la
intensidad de la CED. Comportamiento lineal hasta 5 mA (A) y 10 mA (B) que reportan Griffin y cols.
[96] vy Wemyss-Holden y cols. [97], respectivamente. Se representan posibles comportamientos no
abordados en la literatura después de 10 mA. El comportamiento que se observa en esta Tesis se

representa con la flecha.
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A diferencia de la expresion (5), algunos autores emplean la siguiente expresion para calcular
el porcentaje de reduccion del tumor (en %) [39], dada por

PR {Vi(t)—Vx(t)_V,-(O)—VX(O)}OO%
V. 7.(0)

donde V;(0) y V(0) son los volimenes iniciales en t = 0 de los grupos control y tratados,
respectivamente; Vi(t) y Vi(t) son los volumenes de estos grupos en el tiempo t después de la
aplicacion de la CED. Esta formula determina cuanto disminuye el volumen del tumor tratado
con la electroterapia, con respecto a su control, en cada instante de tiempo.

Los resultados de esta Tesis evidencian que los tumores, en los diferentes grupos
experimentales, alcanzan en el mismo tiempo (15 dias) volumenes iniciales similares, a partir
de los cuales se aplica la CED (Tabla 18). Estos resultados sugieren que la ecuacion (5) y esta
expresion son iguales ya que el segundo miembro de esta ultima ecuacion tiende a cero (ver
valores dentro del paréntesis en la Tabla 18).

Los hallazgos histopatologicos en los tumores (Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37) y los 6rganos;
asi como las condiciones fisicas y vitalidad en los ratones a los 100 dias después del
tratamiento explican los altos porcentajes de sobrevida de estos ratones para la dosis umbral a
partir de la cual estos dos tipos de tumores alcanzan la remision completa. La sobrevida, por
tipo de tumor, y para cada grupo experimental sugieren que esta incrementa con el aumento de
la intensidad de la CED. Este hecho se explica porque el porcentaje de necrosis también
aumenta con el incremento de la intensidad de la CED; sin embargo, los efectos (eventos)
adversos son minimos.

La desaparicion completa de los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, para 92 y
80 C/cm’, respectivamente, puede sugerir que cada tipo de tumor tiene su umbral de carga
eléctrica para el cual es completamente destruido. La existencia de este umbral se verifica con
las dos réplicas realizadas (Figuras 8a,b) y el mismo depende de la naturaleza eléctrica del
tumor, de los parametros de la electroterapia, las caracteristicas fisiologicas del tumor
(estadio, volumen y caracteristicas histogénicas) y del organismo.

La remision completa de estos dos tipos de tumores explica la cura de los ratones y el por qué
los tumores no duplican sus voliimenes iniciales durante el tiempo de observacion (tiempo de
doblaje infinito, que se representa en Tabla 1 por el simbolo 00). Miklavci¢ y cols. [157]

reportan que la cura completa de los animales ocurre cuando el volumen del tumor es cero
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después de los 50 dias post-tratamiento. Sin embargo, esta Tesis indica que la remision
completa puede aparecer antes de este tiempo (25 dias para el tumor de Ehrlich y entre 15 y
20 dias para el tumor fibrosarcoma Sa-37). Este hecho sugiere que la remision completa
depende de la variedad histologica del tumor y de la dosis umbral de CED, manteniendo
constante los otros parametros de la terapia. Si los otros parametros de la terapia se varian,
entonces la remision completa de los tumores se puede alcanzar en dias diferentes y a otras
dosis a las que se reportan en esta Tesis. Esto aspecto puede indicar que este tipo de respuesta
depende de la variedad histologica del tumor y del esquema terapéutico que se propone, hecho
que puede explicar la diversidad de esquemas terapéuticos que se emplean en la literatura [50,
79-89, 153].

Es interesante el hecho que la remision completa se alcance entre 15 y 25 dias después que se
aplica la CED, en dependencia del tipo de tumor y del esquema terapéutico que se propone.
Estos tiempos son consistentes con los que se observan en nuestro actual Estudio Piloto (en
pacientes con cancer de mama inoperable que fracasan a todos los métodos convencionales y a
los que estan en ensayo), para los cuales entre 20 y 60 dias se alcanza la una remision
completa o da margen quirdrgico para que el mastdlogo realice la mastectomia radical. Este
intervalo de tiempo depende de la variedad histoldgica del cancer de mama (ductal invasor,
sarcoma o liposarcoma, entre otros).

La necrosis que se observa en los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37, 24 horas después
de la aplicacion de la CED, puede ser el mecanismo predominante de muerte celular. En estos
se observa tumefaccion, ruptura celular y de organelos y respuesta inflamatoria aguda. El tipo
de necrosis es coagulativa porque se observa extravasacion de células de sanguineas, cari6lisis
nuclear y edema al menos durante los primeros 4 dias post-tratamiento en todos los tumores
tratados (Figuras 7b,c). Estas observaciones concuerdan con las reportadas por Holandino y
cols. [79] y Von Euler y cols. [34]. Griffin y cols. [96] explican la necrosis a partir de la
isquemia que se observa en todos los tumores tratados con CED, la cual puede conducir a una
lesion celular irreversible de las células tumorales y por consiguiente a la muerte celular.
Otros autores observan la necrosis 24 horas después de la aplicacion de la CED y sugieren que
la misma estd asociada a diferentes hallazgos experimentales tales como: la degradaciéon de
fosfolipidos, pérdida de fosfato de alta energia y aumento del calcio intracelular [35], dafio de

la membrana [32], desequilibrio i6nico [22, 48], alteraciones mitocondriales [79] y lesion del
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mecanismo de isquemia/reperfusion [96, 98]. Precisamente, la necrosis coagulativa que se
observa en este estudio usualmente es isquémica debido a la presencia de las especies
reactivas del oxigeno que se inducen en el tumor por las reacciones electroquimicas, como
demuestra experimentalmente Watenberg y cols. [28] y previamente propuesto por
Bergues [17].

La inflamacion aguda que se observa al menos durante los primeros cuatro dias después del
tratamiento con CED (Figuras 7b,c) se puede explicar por el infiltrado persistente de
leucocitos que se observa en los hallazgos peritumorales (Figura 7c). Este infiltrado
persistente de leucocitos (rasgo esencial de la respuesta inflamatoria) se convierte en un
agente dafino porque durante la quimiotaxis amplifica los efectos del estimulo inflamatorio
inicial a través de la liberacion de mediadores potentes (enzimas, mediadores quimicos y
radicales toxicos del oxigeno) lo que produce dafios en el endotelio y el tejido. Este infiltrado
de leucocitos también puede activar el sistema inmune [1, 17, 54, 157-159].

En todos estos procesos, las especies reactivas del oxigeno han mostrado tener un papel
importante y pueden ser la causa inmediata de muerte celular en ambos tumores [1, 17, 22,
48]. Cabe senalar que estos aspectos se estudian con profundidad en una de las tesis de
doctorado que se desarrolla en la actualidad.

La marcada necrosis tumoral y los hallazgos peritumorales que se reportan en esta Tesis son
consistentes con los que se observan en el actual Estudio Piloto en pacientes con tumores de
mama inoperables que se tratan con CED, como se muestra en la figura 30. Los porcentajes de
reduccion del tumor en estos pacientes varian entre el 60 y el 100 %, en concordancia con los
datos que se muestran en las tablas 2 y 4. Este rango de variacion del porcentaje de necrosis
coincide con el que reportan Ren y cols. [37], Xin y cols. [18, 94], Wemyss-Holden y cols.
[97], Von Euler y cols. [31, 34], entre otros. Esto sugiere que existe una buena
correspondencia entre los resultados de los estudios preclinicos y clinicos.

La inmensa mayoria de los autores [15-18, 29-35, 39-44] reportan presencia de necrosis en el
tumor, inducida por la accion de la CED; sin embargo, otros autores reportan apoptosis en el

tumor, alrededor del anodo, por la accion de este agente fisico [22, 24, 28, 34, 45].
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Figura 30. Paciente con carcinoma ductal invasor de mama. a) Evolucion de la paciente durante el
tratamiento con electroterapia b) Evolucion de la paciente 21 meses después del tratamiento con CED
c) Respuesta inflamatoria con predominio de macréfagos (1), células gigantes multinucleadas (2),

linfocitos (3) y congestion vascular (4) en la proximidad de la zona de necrosis (5). Aumento = 40X.
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Una posible explicacion de la apoptosis es a partir de la induccion de las especies reactivas del
oxigeno en el tumor debido a la accion de la CED [28]. Sauer y cols. [156] reportan que los
niveles altos de especies reactivas del oxigeno se asocian con la apoptosis y muerte celular.
Sin embargo, Bergues [17] propone que estas especies reactivas (dentro de las reacciones
electroquimicas) y la estimulacion del sistema inmune pueden ser los posibles mecanismos
antitumorales que se inducen en el tumor debido a la CED.

La presencia de apoptosis y necrosis en el tumor puede ser debido a que la accion citotoxica
de la CED estimula y/o amplifica la produccion de especies reactivas del oxigeno en los
polimorfonucleares y macréfagos que se observan en la zona peritumoral. En esta Tesis se
observa la activacion de otros elementos de la respuesta inmune especifica e inespecifica,
resultado que esta en correspondencia con los que reportan Bergues [17], Miklavci¢ y cols.
[157], SerSa y cols. [54] y SimCi¢ y cols. [158] y los que se observan en el actual Estudio
Piloto. Ademas, Miklav¢i€ y cols. [157], Sersa y cols. [54] y Sim¢ic€ y cols. [158] demuestran
experimentalmente que estos elementos de la respuesta inmune inespecifica se activan por el
mecanismo dependiente del oxigeno (estallido oxidativo). También, Miklav¢ic y cols. [157] y
Bobanovic y cols. [159] reportan la estimulacion de linfocitos T citotoxicos y aumento de la
actividad de las células NK, respectivamente. Wartenberg y cols. [28] atribuyen esta
estimulacion al incremento de la expresion de las subunidades de NADPH oxidasa en estos
tipos celulares.

Aunque no se reporta la induccion de citoquinas en las células de la respuesta inmune
inespecifica y especifica debido a la accion de la CED, el hecho que estos tipos celulares se
activen por el mecanismo del estallido oxidativo sugiere que la CED puede activar y/o
estimular en estos, de forma indirecta, la produccion de estas citoquinas. Esto se puede sugerir
porque experimentalmente se demuestra que cuando la CED se combina con el TNF-a [39],
IL-2 [99] e interferon o [100] se observa un marcado retardo del crecimiento tumoral que
puede estar dado por el establecimiento de un sinergismo antitumoral entre la CED y las
citoquinas antes mencionadas. Estos aspectos constituyen los objetivos de otras dos tesis de
doctorado.

En esta tesis se demuestra que cuando la cantidad de carga volumétrica es mayor que
100 C/cm’ se observa muerte masiva de los animales porque existen dafios importantes en el

higado y el rifién en correspondencia, con las observaciones de Griffin y cols. [96]. Estos
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autores [96] explican este hecho porque la carga metabdlica del tumor que se desprende
debido a la gran masa necroética que se induce en este por la CED dafia de forma importante a
estos dos oOrganos los cuales no tienen la capacidad para evacuar esta carga metabdlica y
ocurre una disfuncion de los mismos que conlleva a la muerte del organismo. En la clinica,
este hecho se observa cuando se usa la quimioterapia y en este caso se procede a aplicar
medicamentos complementarios como el haloperidol, para evitar que se acumulen sedimentos
a nivel renal [1]. Diferentes autores sugieren que la cantidad méaxima de carga eléctrica que se
le puede suministrar al tumor es 100 C/cm’ [48, 96]. Es interesante el hecho que las dosis
umbrales de CED para los tumores de Ehrlich (92 C/cm’) y fibrosarcoma Sa-37 (80 C/cm®)
estén entre 80 y 100 C/cm’, rango de dosis para el cual se observan las mayores efectividades
de la electroterapia [22, 48, 94]. Este resultado concuerda con el rango de dosis que el grupo
de bioelectricidad emplea en el actual Estudio Piloto (Estudio Piloto en ejecucion y autorizado
por el Centro de Control Estatal de Equipos Médicos en el ano 2007) que se realiza en
pacientes con cancer de mama inoperable en los cuales fracasan los métodos terapéuticos
convencionales y los que se vienen estudiando.

Los resultados que se reportan en los estudios preclinicos [22, 84-87] y clinicos [15, 88-91]
demuestran que la CED no induce alteraciones significativas en los parametros hematolégicos
(hemoglobina y el conteo diferencial completo) ni en los 6rganos dianas (corazén, pulmon,
higado, rifién y bazo) con respecto al grupo control, excepto en el bazo en el cual se observa
congestion vascular e incremento del peso. Lo que se observa en este tltimo 6rgano, se puede
atribuir una posible activacion del sistema inmune y se aprecia en todos los grupos tratados
con CED para cualquier dosis y tiempo de exposicion, configuracion de arreglo de electrodos,
y tipos de tumor y organismo utilizados. También estos estudios evidencian que los
parametros bioquimicos de la sangre (iones sodio y potasio) de los animales tratados con CED
tienden a los del grupo control negativo (ratones sanos no tratados con CED). Por estas
razones no se muestran los resultados de los hallazgos en 6rganos y ni de las variables
hematologicas y bioquimicas de la sangre. Ademads, estos estudios demuestran una marcada
destruccion tumoral y la presencia de elementos del sistema inmune que pudieran indicar una
activacion del mismo después de aplicada la CED (Figura 7).

Los estudios toxicologicos agudos (a corto plazo) demuestran que los dafios que produce la

CED (rango de 0 a 20 mA) en el tejido sano y en el organismo son minimos cuando se emplea



CAPITULO 3: Resultados y discusién 70

la terapia anddico-catodica. En este caso, no se observan alteraciones significativas (P > 0,05)
entre los hallazgos en los 6rganos de los ratones BALB/c portadores de los tumores de Ehrlich
y fibrosarcoma Sa-37 tratados con CED y no tratados, en concordancia con lo que se reporta
en la literatura [17, 22, 83, 85, 92, 93].

La necrosis que se observa en el tejido sano cuando los electrodos se insertan directamente en
este (terapia anddica, catodica o de campo), es local (alrededor del electrodo) y desaparece en
pocos dias por los mecanismos de reparacion y regeneracion del organismo, en concordancia
con los resultados de otros autores [17, 22, 83, 85, 92, 93, 94]. También, estos resultados estan
en concordancia con las guias para los limites de exposicion a las corrientes eléctricas, campos
eléctricos y campos magnéticos estaticos y variables en el tiempo (hasta 300 GHz), las cuales
establecen que intensidades de CED por debajo de 20 mA no inducen riesgos a la salud [160].
A diferencia de lo que ocurre en el tejido sano, la distribucion espacio-temporal de la necrosis
que se induce en el tumor debido a la accion de la CED es extensiva y su porcentaje depende
del arreglo de electrodo; la dosis y tiempo de exposicion de la CED; y de la variedad
histologica del tumor como se demuestra en esta Tesis, hecho que esta en concordancia con
los resultados que reportan Bergues [17], Vijh [22], Xin y cols. [18, 94], Von Euler y cols.
[34], entre otros.

Los estudios toxicoldgicos agudos en los ratones BALB/c que portan tumores de Ehrlich y
fibrosarcoma Sa-37 muestran esplecnomegalia en las primeras 96 horas después de la
aplicacion de la CED, este hecho probablemente se relaciona con la activacion del sistema
inmune, en concordancia con los resultados de Bergues [17], Miklav¢i¢ y cols. [157], Sersa y
cols. [54], Sim¢€iC y cols. [158] y Bobanovic y cols. [159].

Los estudios toxicoldgicos agudos en humanos [22, 48, 94, 162] evidencian que cantidades de
carga eléctrica menores de 100 C/cm’ no inducen alteraciones significativas en los diferentes
organos de los pacientes, a excepcion del bazo, en el cual se observa esplecnomegalia. Este
aumento de tamafio del bazo puede estar relacionado con la estimulacion del sistema inmune,
en concordancia con lo que reportan Xin y cols. [18, 94] y Haltiwanger [77], entre otros.

Los efectos adversos que se reportan en pacientes que se tratan con electroterapia son: ligero
dolor durante la terapia (soportable por los pacientes y en dependencia del nivel de umbral del
dolor), posible infeccion de la ulcera post-tratamiento por necrosis (se curan con abundante

agua y si es necesario se usan los métodos convencionales para estos casos), fiebre debido al
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marcado proceso inflamatorio que se induce en el tumor (en un nimero minimo de pacientes),
y posibles dafios a los vasos sanguineos (si los electrodos se insertan en ellos o cerca de los
mismos) [15, 18, 48, 88, 89, 94]. Los dos primeros efectos adversos se observan en algunos
pacientes del Estudio Piloto antes mencionado. Es importante destacar que los estudios
toxicologicos cronicos en animales y humanos no evidencian ninguno de estos dafios a largo
plazo, con excepcion de la recaida del paciente en caso que el esquema terapéutico
seleccionado no sea el adecuado.

La muerte que se observa en dos animales tratados con CED a los 25 y 50 dias postratamiento,
se debe fundamentalmente al canibalismo que muestran estos animales, probablemente
estimulado por la sangre presente en el tumor después de aplicada la CED. Esto se
corresponde con la conducta normal de los ratones en presencia de sangre [31, 32]. La muerte
de un animal, en uno de los grupos tratados, un dia después del tratamiento con CED, ocurre
porque la insercion de los electrodos en el tumor maligno induce dafios en los pulmones
debido a la cercania de estos al tumor implantado, aspecto que se confirma en los estudios
histopatologicos.

La respiracion intranquila y rapida que se observa en los grupos control y tratados, durante la
fijacion de los ratones no tiene ninguna influencia en los resultados que se reportan en este

estudio.

3.2.2. Modificacién de la ecuacion de Gompertz convencional

Para la formulacion de la EGM se asume que el tumor es un sistema complejo que resulta de
las complejas interacciones que acontecen en el mismo y las de este con el organismo [1, 146,
147], aspecto que puede sugerir que la variedad histologica del tumor y el tipo de organismo
estan implicitos en esta ecuacion.

Los resultados de esta Tesis demuestran que la EGM ajusta bien los datos experimentales de
los grupos controles y tratados con CED (después de la aplicacion de este agente fisico) para
los tumores de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 (incluyendo sus réplicas). También, estos
resultados se corroboran cuando la EGM se usa para ajustar los datos experimentales de otros
tipos de tumores experimentales (sarcoma Sa-1, melanoma B16 y Ehrlich) que reportan otros
autores [162], como se muestra la figura Al y tablas A3-A8 del Anexo 2. La remision parcial

que se observa en los tumores experimentales sarcoma Sa-1 (Sal 1 en la Tabla A3 y Figura
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A1), melanoma B16 (B16 1 en la Tabla AS y Figura A1) y Ehrlich (Ehrlich 1 en la Tabla A7 y
Figura A1) ocurre para las razones i/i, 1,57; 1,47 y 1,42, respectivamente. Estos valores de i/i,
estan en correspondencia con los que se muestran en las tablas 6 (tumor de Ehrlich) y 7, 12 y
13 (tumor fibrosarcoma Sa-37) y los tipos de respuestas que se simulan con la EGM para el
rango 1,2 <1i/i, < 1,8 (Figuras 9, 10, 10-1 y 10-II).

Los resultados experimentales y teoricos evidencian que el comportamiento del tumor después
de la aplicacion de la CED, en el cual se observa disminucion del volumen tumoral hasta su
valor minimo y luego este vuelve a crecer, siempre se observa para 1,2 < i/i, < 1,8 para
cualquier valor de a (Figura 10-1I). También, estos resultados evidencian que la remision
completa de los tumores se alcanza si esta razéon es mayor que 2, para todo valor de
apByy.

Las diferentes simulaciones de la EGM (Figuras 9; 10; 10-I y 10-II) sugieren que la misma
simula diferentes tipos de respuestas de los tumores después de la aplicacion de la CED, tales
como remision completa (i/i, > 2), respuesta parcial (1,2 < i/i, < 1,8), enfermedad estable y
progresion de la enfermedad (1 < i/i, < 1,2), que se observan en los estudios preclinicos y
clinicos [18, 94]. También, esta Tesis revela que después de la aplicacion de la CED se puede
obtener la respuesta que se denomina parcial estacionaria (1,8 <1i/i, < 2,0).

Las tablas 6 y A7 revelan diferencias entre los valores del pardmetro a que se obtienen del
ajuste de la cinética de crecimiento del tumor de Ehrlich no tratado con la EGM que se reporta
en esta Tesis (o = 0,449 dias™) y el que se obtiene de los datos que reportan Sera y cols [162]
(a0 = 0,255 dias‘l). La diferencia entre estos dos valores (0,194 dias'l) se debe a que las
condiciones experimentales que reportan estos autores (Vo = 40 mm’, 1x10° células viables
inoculadas en el raton A/J) no son las mismas a las que se reportan en esta Tesis.

Por otro lado, los resultados del Anexo 2 muestran que la EGM falla en el ajuste de los datos
experimentales de las cinéticas de crecimiento de tumores sarcoma Sa-1 (Sal 2 en la Figura
Al y Tablas A3 y A4) y melanoma B16 (B16 2 en la Figura Al y Tablas A5 y A6) cuando se
combinan la CED y la bleomicina. Este hecho se explica porque la EGM no contiene la
informacion de la otra terapia.

Los resultados demuestran que la EGM es factible, en cierta aproximacion, para describir la
cinética de crecimiento de los tumores experimentales y simula tedricamente los diferentes

tipos de respuestas de un tumor después de la aplicacion de la CED. También, los altos valores
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de raz y los pequefios valores de SSE, SE, PRESS, MPRESS vy los valores de los parametros a,

B, v e i, justifican esta factibilidad y los mismos se pueden disminuir si se incrementa el
nimero de muestras.

En esta Tesis se reporta de forma experimental la existencia de un umbral de intensidad de
CED para el cual los tumores sdlidos de Ehrlich y fibrosarcoma Sa-37 alcanzan su remision
completa (tumores no palpables durante 100 dias de observacion). Esta respuesta se puede
explicar porque el sistema inmune y el organismo como un todo, eliminan completamente las
células que sobreviven a la accion de la CED. Este hecho sugiere la posible existencia de al
menos dos mecanismos antitumorales que se involucran en la destruccion del tumor, como
propone Bergues [17]. En el orden tedrico y experimental se muestra que la remision completa
del tumor se obtiene siempre que i/i, > 2, para todo valor de Vo, o (a0 > ), B, v € io.

Aunque en esta Tesis no se reporta, de forma experimental, la respuesta parcial estacionaria
(1,8 <i/i, < 2), que revela la simulacion de la EGM para todo valor de Vo, a (o0 > B), B, 7 € 1o,
la misma se observa en la Clinica Oncoldgica no solo para la electroterapia [94] sino también
para otros tipos de terapia (cirugia y quimioterapia) [1]. Este tipo de respuesta se puede
explicar porque el sistema inmune y el organismo (como un todo) sostienen un equilibrio con
la porcion de tumor que sobrevive a la accion de la CED, una vez que este alcanza dicho
volumen. Esto puede explicar por qué se observan pacientes que no hacen recaidas (por
periodos mayores a 10 afios o mueren por otra causa no asociada al cancer), a pesar que el
tumor maligno no se ha eliminado de forma completa. Este hecho puede sugerir que el cancer
se puede comportar como una enfermedad cronica que se puede controlar.

El hecho que i > i, en los tumores experimentales (Ehrlich, fibrosarcoma Sa-37, sarcoma Sa-1,
melanoma B16) después de la aplicacion de la CED puede sugerir que estos se comportan
como sistemas disipativos, como ocurre en los dieléctricos reales. Esto indica que la asuncion
de que los tumores sélidos se pueden considerar como dieléctricos es buena en cierta
aproximacion. También, la condicion i1 > i, que se obtiene del ajuste de la cinética de
crecimiento de los tumores que se tratan con CED, mediante el uso de la EGM, puede ser un
indicador de que la misma es buena en cierta aproximacion para la descripcion de los datos

experimentales de estos tumores después de la aplicacion de la CED.
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Si el ajuste de los datos experimentales de los tumores tratados con CED mediante la EGM
revela que 1 < i, entonces viola la ley de conservacion de la energia porque la causa
(aplicacion de 1) nunca puede ser menor que el efecto (induccion de i,). La condicion i < i, no
tiene sentido desde el punto de vista biofisico, aspecto que se corrobora mediante las
simulaciones de la EGM para este rango de i, en el cual se observan variaciones muy rapidas
del volumen tumoral en el tiempo. Estas variaciones rapidas pueden conducir a la ruptura de la
relacion tumor/huésped, aspecto que no se observa en los estudios preclinicos y
clinicos [1, 70]. El parametro i, depende de i, de las propiedades eléctricas del tumor y del
grado de heterogeneidad de este durante y después de la aplicacion de la CED y se pueden
asociar a: 1) desplazamientos finitos de cargas positivas y negativas que conducen a cambios
electroquimicos alrededor de los electrodos (pH acido, hidratacion e hiperpolarizacion que
aparecen alrededor del anodo, y pH basico despolarizacion y deshidratacion alrededor del
catodo) [22, 29, 94], y 2) orientacion parcial de los momentos dipolares moleculares de las
proteinas y otras macromoléculas en presencia de un campo eléctrico externo.

El grafico del volumen del tumor contra el tiempo corrobora que la cinética de crecimiento del
tumor fibrosarcoma Sa-37 no tratado (i = 0) muestra una forma de S con sus tres etapas bien
definidas (SI, SII y SIII) (Figura 11). SI es comun para cada grupo experimental y se asocia al
establecimiento del tumor en el hospedero. SII se relaciona con el rapido crecimiento tumoral.
SIIT muestra que el crecimiento tumoral es lento y tiende asintoticamente a V. En SI, V, en la
cinética de crecimiento del fibrosarcoma Sa-37 es observable y palpable a los 8 dias, pero no
medible; sin embargo, la EGM estima este valor en 0,000016 em’ (0,031 cm de diametro), en
correspondencia con Nerterets y cols. [164]. Estos autores reportan que el volumen minimo
medible de un tumor es 0,0000082 cm’ (0,025 cm de didmetro) mediante el empleo de
imagenes con rayos X con microscopia de contraste de fase y holografia. La extrapolacion de
SI estima este tamafno tumoral a los 7,79 dias. Las diferencias entre los valores experimentales
y los que se estiman son 0,0000078 c¢m’ para el volumen tumoral y 0,21 dias para el tiempo,
los cuales no son significativos en el andlisis de la cinética de crecimiento de este tumor
experimental.

Vob no es medible porque el diametro del tumor correspondiente a este volumen es menor que
el espesor de la piel del raton (entre 0,1 y 0,2 cm), el cual se mide con un pie de rey (0,005 cm

de precision). Bergues [17] reporta que existe una buena correspondencia entre las medidas
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del tamafio del tumor con el pie de rey y la que se obtiene por anatomia patologica para
volimenes tumorales mayores o iguales a 0,02 cm’, no siendo asi para volumenes menores a
este valor porque el espesor de la piel es comparable o mayor que el tamafo del tumor, siendo
mas evidente cuando el volumen tumoral se aproxima a V.

La existencia de V,, sugiere que la EGM no es continua desde el momento de la inoculacion
hasta el final del experimento sino a partir de este valor ya que las técnicas experimentales
actuales no pueden dilucidar el comportamiento del volumen tumoral por debajo de V,, esto

sugiere que la EGM puede ser reescrita, en una primera aproximacién como

0 para 0 <t <t¢t,
gl
. B 34)
Vo(t) = Voe para t, <t<T ’ (
%
a}[l—e_ﬁ(t_r)} para T <t <71+t
B
Voe

La estructura de la EGM sugiere su continuidad para t > t,, (ton, tiempo para el cual el tumor
alcanza V). De esta forma, la REG-I esta formada por dos partes: de t = 0 hasta t,, y desde
too hasta 1. Vo y top, dependen de las caracteristicas histogénicas del tumor, el tipo de
hospedero y la concentracion inicial de células tumorales inoculadas en el hospedero, en
concordancia con otros autores [1, 17, 70].

En la cinética de crecimiento del tumor so6lido fibrosarcoma Sa-37, se observa que este es
esférico entre los 8 y 10 dias, periodo de tiempo en que este es palpable y observable pero no
medible. La EGM (17) estima que el volumen tumoral a los 10 dias es 0,0025 cm® (0,17 cm en
diametro). El rango de volumen (0,031 hasta 0,17 cm en diametro) para el cual el tumor es
esférico coincide con el que reportan otros autores para la fase avascular de forma
experimental y tedrica (0,025 hasta 0,2 cm en didmetro) [119, 120]. Komarova [120] reporta
que el diametro de muchas lineas tumorales varia entre 0,1 y 0,2 cm. La EGM estima que el
diametro de 0,2 cm (0,0042 cm’) se alcanza a los 10,28 dias. Las diferencias entre este
volumen y el tiempo con respecto a aquellos que se estiman de la cinética del tumor
fibrosarcoma Sa-37 son 0,0017 cm’ y 0,28 dias, los cuales no son significativos para el

analisis de esta cinética.
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El hecho de que los tumores son esferoides (entre 0,000016 y 0,0025 cm’) se puede explicar
por la posible existencia de un campo central de fuerzas (tipo Coulomb) debido a que las
células tumorales estan cargadas negativamente [77]. En el experimento se observa que esta
forma esferoidal de los tumores se pierde entre los 12 y 13 dias después de inoculacion,
observandose una forma elipsoidal (tres didmetros bien definidos con una direccion
preferencial de crecimiento a lo largo del didmetro mayor). Esto se puede explicar porque
cuando el tumor crece, aumenta el nimero de células tumorales, se reduce la distancia entre
ellas y por ende se repelen, ya que las mismas estdn cargadas negativamente. Como un
resultado de este hecho, el tumor se deforma y tiene una direccion preferencial de crecimiento
(didmetro mayor del tumor).

El posible que el cambio de forma de los tumores (de esferoide a elipsoidal) se pueda
corresponder con la transicion de la fase avascular del tumor a la vascular (predominio de la
angiogénesis), en concordancia con otros trabajos [115-122, 127, 128, 164]. En estos estudios
y en otros [1, 10, 70-74] se sustenta que la angiogénesis es el soporte necesario para que un
tumor pueda crecer y metastizar. Este hecho se corresponde, en buena medida, con V; (inicio
de la etapa II que se estima en 0,069 cm’ alos 12,34 dias), volumen del tumor a partir del cual
se dispara la cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37.

En la etapa II de la cinética de crecimiento del tumor fibrosarcoma Sa-37 no tratado, la EGM
revela la existencia de Vi, el cual en el grafico de la primera derivada del volumen tumoral
contra el volumen del tumor indica que el crecimiento de este es rapido (entre Vsy V;) y luego
es lento (entre Vi y Vy). El cambio de concavidad (de concavo a convexo) en V; puede tener
implicaciones importantes desde el punto de vista biofisico, en concordancia con el trabajo de
Molski y Konarski [165]. Estos autores demuestran la existencia de coherencia en el
crecimiento del tumor no perturbado y que el potencial de interaccion entre las células
cancerosas es de tipo Morse, a partir de la segunda derivada de la ecuacion de Gompertz
convencional (2).

En el GT2-2, la REG-IIa (desde V, hasta Vy,) se relaciona con la inhibicion rapida del
volumen tumoral debido a la accion citotoxica de la CED y la REG-IIb (desde Vi, hasta Vy)
representa la prevalencia del tumor porque este vuelve a crecer después que este alcanza un
volumen minimo (Vy,,). Sin embargo, resulta interesante que mientras el volumen tumoral

disminuye entre V, hasta Vi, la primera derivada del volumen tumoral cambia de signo y de
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pendiente (primero disminuye hasta alcanzar su valor minimo y luego aumenta a pesar de la
disminucion del volumen del tumor). Este hecho no se observa en el grafico de la dependencia
del volumen del tumor contra el tiempo y puede sugerir la existencia de dos procesos
antagdnicos en esta region: uno que se puede relacionar con el mecanismo antitumoral de la
CED vy el otro con autorganizacion del tumor.

El primer mecanismo se puede explicar porque en el tumor se induce necrosis, apoptosis,
inflamacion crénica, polimorfonucleares, monocitos, congestion vascular y productos toxicos
que provienen de las reacciones electroquimicas [15, 17, 22, 48, 94, 157-159]. El segundo
mecanismo (autorganizacion del tumor) se puede explicar porque el tumor, como sistema
complejo [146, 147], se autorganiza porque la dosis de CED no es la suficiente para inducir
dafios irreversibles en este que conduzca a su destruccion completa. Esta autorganizacion del
tumor conlleva a que en este aparezcan variables emergentes que desde el punto de vista
biofisico-quimico se traduce en potenciacion (amplificacion, reorganizacion) de diferentes
procesos inherentes al crecimiento tumoral [1, 15, 34, 48, 94, 147] y/o la induccién de otros
procesos biofisico-quimicos que conduzcan a la proteccion, crecimiento, metastasis y maxima
supervivencia del tumor como sistema bioldgico complejo. Como consecuencia de este
mecanismo, el tumor alcanza Vi, y luego crece.

La autorganizacién es una de las caracteristicas de los sistemas disipativos, ademas de
procesos que vienen acompaiiados de liberacion y absorcion de energia, entre otras [116, 128,
140, 147, 154]. El hecho que i > i, sugiere que los tumores de Ehrlich, fibrosarcoma Sa-37,
sarcoma

Sa-1, melanoma B16 son sistemas disipativos, como se menciona mas arriba.

El punto donde la derivada cambia de signo y de pendiente puede sugerir que este es el
momento exacto para repetir la electroterapia y no cuando el volumen tumoral es Vi, como
se recomienda en la literatura [15, 22, 94, 131, 132]. El conocimiento exacto este punto (o de
uno proximo a este) puede traer consigo que el numero de aplicaciones de esta terapia
experimental sea el Optimo y/o donde la electroterapia se puede combinar con otras
modalidades de tratamiento como la quimioterapia, inmunoterapia, radioterapia. Esto
probablemente impida que el tumor se autorganice. El grupo cubano de electroterapia cree

que, en este punto, la efectividad antitumoral de la CED sea posiblemente mayor que la que se
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obtiene cuando esta se combina con radioterapia [40], quimioterapia [38], inmunoterapia [39,
99, 100] y soluciones salinas [44], en t = 0.

Lo que se expone en el parrafo anterior es importante tenerlo en cuenta porque en la literatura
especializada se reporta que la electroterapia en humanos generalmente se aplica una sola vez,
pero cuando no se tiene la respuesta objetiva a la primera aplicacion, la misma se puede
repetir hasta tres veces [22, 18, 94]. En animales de laboratorio, esta terapia experimental
generalmente se aplica una sola vez [83-87]; sin embargo, Tello y cols. [131, 132] reportan
hasta 18 aplicaciones, para las cuales siempre obtiene la remision completa del tumor de vulva
en perras.

La determinacion del punto donde la primera derivada del volumen tumoral cambia de signo y
de pendiente, en la REG-IIa, se puede implementar mediante dos vias posibles: la primera,
mediante la medicion diaria del volumen tumoral (por clinica) y luego la primera derivada del
volumen tumoral se calcula entre dos instantes de tiempo contiguos. En este caso, la CED se
repite cuando la variacion del volumen cambia de signo. En el orden experimental, esta via
tiene el inconveniente que este punto no sea exactamente el que prediga la EGM; no obstante,
la terapia se repite en el momento que la primera derivada cambie de signo (punto que puede
estar entre el estimado con la EGM y V). La segunda via es factible si se conoce con
anterioridad el tiempo de relajacién del tumor en funcion de sus caracteristicas histogénicas,
tipo de hospedero y el esquema terapéutico que se emplea. Para esto, se puede extraer una
pequeia muestra de la zona del tumor que se trata con CED y medir este tiempo mediante la
técnica experimental de Resonancia Magnética Nuclear. La implementacion de cualquiera de
estas dos vias en los experimentos futuros conducird a inducir una mayor efectividad
antitumoral de la CED. Esto se puede justificar desde el punto de vista biofisico porque el
tiempo de recuperacion del tumor es menor que la duracion del efecto citotoxico que se induce
por la accion de la CED y como resultado, el tumor no se autorganiza.

En el GT2-3, REG-IIc (disminucién del volumen tumoral y de su primera derivada desde V
hasta cero) se puede explicar porque la CED induce diferentes alteraciones en el tumor y su
periferia (intervalo de volumen entre V, y Vj), y la activacion de otros mecanismos
antitumorales que se relacionan con el sistema inmune (macréfagos, linfocitos T, células K y
NK [77, 94, 98-100, 157-159] y de posiblemente otros que no se han reportado hasta el

momento en la literatura (intervalo de volumen entre V; y cero).



CAPITULO 3: Resultados y discusién 79

En el GT2-3, en contraste con GT2-2, la primera derivada del volumen tumoral no cambia de
signo (negativo) entre Vo y Vg4 aunque si de pendiente, aspecto que puede estar relacionado
con la existencia de al menos dos mecanismos antitumorales.

El hecho de que las cinéticas completas de crecimiento de los tumores de Ehrlich (GT1-3) y
fibrosarcoma Sa-37 (GT2-3) sean un lazo cerrado sugiere que estos dos tipos de tumores son
reversibles. Este lazo muestra que la REG-I y la REG-II de las cinéticas de crecimiento de
estos dos tipos de tumores son asimétricas para todo valor de At, siendo la velocidad de
disminucion del volumen del tumor (REG-II) 1,37 veces mayor que la velocidad de
crecimiento (REG-I). Este hecho demuestra que las velocidades de REG-1 y REG-II son
proporcionales, en concordancia con la hipdtesis de Norton-Simon [166]. Esto puede tener
importantes implicaciones en la terapéutica de tumores que se tratan con CED, sola o
combinada con otras modalidades de tratamie