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Resumen

Los modelos computacionales son un drea en continuo desarrollo e investigacion que se usan como apoyo
a los procedimientos experimentales. Estos representan una herramienta fundamental para definir
variables cada vez mas especificas a aplicarse reduciendo tiempo de investigacion y dinero. En este
estudio se desarrollé un modelo computacional 3D de células de fibroblastos y osteoblastos humanas
estimulados por campos magnéticos. El modelo se cre6 a partir del esquema experimental real formado
por la fuente (Bobina Helmholtz), una placa Falcon™ de 96 pozos y el material celular. La resistencia
eléctrica para las células se midio en cada material bioldgico y en el modelo se asigno la resistividad. La
densidad de flujo magnético aplicada fue de 1.0 y 1.5 mT y frecuencias entre 15y 105 Hz. Las variables
evaluadas fueron el campo eléctrico, la densidad de corriente y el calentamiento eléctrico. Se observo un
crecimiento exponencial de las sefiales inducidas con la frecuencia y la densidad de flujo magnético
generado, mas significativo para el primer caso.

Palabras Claves: Estimulacion celular, Modelo computacional, Densidad de flujo magnético,

Fibroblastos, Osteoblastos.
ELECTRICAL ENGINEERING

3D computer model to estimate induced electrical
parameters in an in-vitro culture stimulated by
low-frequency magnetic fields
Abstract

Computational models are a continuous topic in research and development, which is used to support
experimental procedures. These represent a fundamental tool to define increasingly specific variables to
be applied by reducing costs and research time. In this study, a 3D computer model of human fibroblast and
osteoblast cells stimulated by magnetic fields was developed. The model was created from the actual
experimental scheme. It was constituted by the source (a Helmholtz coil), a FalconTM 96-well cell culture
plate, and the cellular material. The electrical resistivity property of cells was measured in each material
and the electrical resistivity property was assigned to the computer model. The applied magnetic flux
density was 1 mT and 1,5 mT with frequencies between 15 Hz and 105 Hz. Electric field, current density,
and electric heating were the variables evaluated. It was observed an exponential growth of induced
signals with frequency and generated magnetic field level, this being more significant for the frequency.

Keywords: Cellular stimulation, Computational model, Magnetic field, Fibroblast, Osteoblast
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1. Introduccion

El uso de la terapia con campos electromagnéticos
(CEM), se sigue presentando como una alternativa
a tratamientos farmacologicos sin efectos
secundarios o toxicos [FDA]. La evidencia
muestra la aplicacion de CEM para diferentes
tratamientos tales como desordenes ortopédicos
(Bjordal et al, 2003; Ferguson et al, 2005; Ojingwa
& Isseroff, 2003; Sluka & Walsh, 2003), en piel
(Lee et al, 1993; Gentzkow, 1993), tipos de cancer
(Gothelfetal, 2003), dolores agudos, entre otras.

Diferentes estudios de cultivos celulares de
osteoblastos in vitro estimulados con CEM de
extremada baja frecuencia han mostrado
proliferacion; incremento en la concentracion del
factor IGF-II, afectando el metabolismo de
cartilago articular y previniendo la perdida de
hueso (Fitzsimmons et al, 1995) y efectos en el
transporte de iones de calcio (Fitzsimmons et al,
1994). Algunos experimentos sobre fibroblastos
encontraron respuesta en la microcirculacion y
estimulacion de proliferacion y diferenciacion
(Katsiretal, 1998). Se encontr6 ademas refuerzo en
la sintesis de DNA con CEM para frecuencias entre
15Hz y4 kHz.

Con lo descrito, el desarrollo de modelos
computacionales que permitan explorar el efecto de
la densidad de flujo magnético (denominado en este
articulo como campos magnéticos) en los tejidos
celulares, puede llegar a ser un apoyo importante a
los estudios de evaluacion in vitro, ahorrando con
esto tiempo de investigacion y dinero.

En las instituciones relacionadas se han venido
trabajando en el desarrollo de modelos
computacionales (Moncada et al, 2007; 2008) que
esperan realimentarse con los resultados de los
estudios experimentales y clinicos que se
adelantan, para llegar a convertirlos en una
herramienta de apoyo a estas aplicaciones.

En este estudio se cre6 un modelo computacional
3D para representar un sistema de cultivo celular in
vitro estimulado por campos magnéticos de baja
frecuencia. El modelo computacional se desarrollo
en el programa Ansys, el cual se basa en la solucion
alas ecuaciones de Maxwell utilizando el método
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de elementos finitos para el analisis
electromagnético. Al modelo computacional lo
componen una bobina Helmholtz como fuente de
estimulacion magnética, una caja representando la
placa Falcon de cultivo celular y cilindros 3D
representando el material celular de fibroblastos y
osteoblastos humanos. La propiedad asignada a
cada parte del modelo fue la resistividad y el
campo magnético generado fue sinusoidal con
magnitud 1.0y 1.5 mT y frecuencia entre 15y 105
Hz. Las sefiales eléctricas inducidas estudiadas
fueron el campo eléctrico, la densidad de corriente
y el calentamiento eléctrico.

En el modelo computacional, se observd que las
sefiales eléctricas inducidas presentaron
crecimiento exponencial al aumentar la sefial
generada en campo magnético y en frecuencia, y
que dicho cambio fue mas significativo para el
segundo caso.

2. Metodologia
2.1 Obtencion de las muestras celulares

Dos tipos de células fueron representadas en el
modelo computacional: osteoblastos-cultivo
primario tomadas de sobrantes de  material
hematico de la medula dsea, con su respectivo
protocolo de inclusion y aceptacion de los
pacientes a participar en el estudio y fibroblastos
de piel humana normal que se encontraban
almacenados en termos con nitrogeno liquido de la
Asociacion IN-VITRO, de la Universidad del
Valle.

Osteobastos- cultivo primario

Las muestras se tomaron de la sangre que compone
la medula 6sea (con todas sus células) de la cual
fueron aislados los osteoblastos. El tejido se triturd
y posteriormente se transfiri6 al medio para
crecimiento de osteoblastos. Después del tercero o
cuarto dia in vitro (3-4 DIV) se realizé el cambio de
medio total. El cultivo se observo cada dia hasta la
visualizacion de la formacion de agregados
celulares. Cuando se alcanzo el porcentaje 6ptimo
de confluencia, se procedid a desprender la
monocapa. Al obtener desprendimiento de las
células, se agregd un volumen igual de medio de
crecimiento para inhibir la accion de la enzima.
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Los fibroblastos se almacenaron en termos con
nitrégeno liquido de la Asociacion IN-VITRO, de
la Universidad del Valle. Previamente
caracterizados se trabajaron en pase 5 de
crecimiento. Para los analisis se utilizaron FPHN
enpase 0, previa descongelacion de las células.

Procedimiento de descongelacion

El procedimiento de descongelacion fue igual para
las células de osteoblastos y fibroblastos. El
material se procesd hasta obtener el aislamiento
celular, descongelado y recuperado por
centrifugacion. Posteriormente se sembraron con
medio de crecimiento el cual se cambio después
del dia 2 o 3 In vitro (2-3 DIV). Terminado el
tiempo de incubacion las células se observaron al
microscopio para verificacion del
desprendimiento celular; cuando éste ocurrio se
adicion6 medio de crecimiento para inhibir la
accion de latripsina.

Grupos de radiacion

Las células se depositaron en 16 de los 96 pozos de
laplaca con el fin de garantizar su exposicion en un
campo magnético homogéneo (Figura 1). Los
grupos de radiacion evaluados se establecieron
variando la magnitud de campo magnéticoen 1.0y
1.5 mT; para frecuencia entre 15 y 105 Hz y
diferentes tiempos de estimulacion. Para cada
grupo de radiacion se contd con su grupo control.

2.2 Equipo estimulador

El equipo de estimulacion magnética se disefio y
se construyo en los laboratorios de la Universidad
del Valle. Estd compuesto por un amplificador de
potencia que permite entregar voltaje y corriente
variables en el tiempo, cuenta con protecciones de
sobre voltaje y corto circuito y estd conectado a
una bobina Helmholtz para la generacion del
campo magnético. El campo magnético generado
es unidireccional sobre el eje z con magnitud entre
0.5mTy 1.5mTy frecuenciaentre 15Hzy 105Hz.
Las caracteristicas de la fuente se establecieron de
acuerdo a la geometria de las bobinas (pues fue
disefiada para estos valores de carga). En las
pruebas técnicas se verificd el campo magnético
generado ante la variacion de la corriente y la
frecuencia, también se realizaron pruebas de
reproducibilidad para estas dos variables. Las
pruebas fueron apoyadas por el Gaussimetro Serie
5100 y las senales se observaron y se registraron
en un osciloscopio digital.

2.3 Propiedades eléctricas

La resistencia eléctrica se midié para los dos
materiales celulares. El equipo utilizado fue el
Fluke 87 y previo a la medicion sus puntas se
esterilizaron a gas por 12 horas. Para no interferir
o contaminar las células radiadas. La medicion de
la resistencia se realizo en un pozo de 3.5 cm’
cinco dias después de sembradas las células para

@@ ©@®0o

@@@@@@

(b)

Figura 1. a) Células ubicadas en el centro de las bobinas, b) representacion
computacional del campo magnético en el que fueron ubicadas las células.
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[

Figura 2. Esquema de medicion de la resistencia del material biologico en un pozo de
3.5 cm’ sobre material no radiado.

lograr la confluencia de la monocapa y sobre
material no radiado, como se ilustra en la Figura 2.
Dada la inhomogeidad del material celular, se
realizaron, para cada material, cinco mediciones
instantaneas y el promedio entre ellas fue el
asignado al modelo. Luego de cada dato los
electrodos se sumergieron en solucion salina NaCl
al 0.9% con el fin de despolarizar los electrodos
antes de una nueva medicion (Cromwell, et al
1980). Es de aclarar que no fue realizado un
estudio riguroso en la medicion de las propiedades
y este es uno de los puntos mejorados en un
estudio actual.

Laresistividad del medio se encontr6 a partir de la
geometria de la celda y de los electrodos de
medicion, utilizando la Ec. (1).

p— AxR
/

Con p, resistividad; A, area efectiva del electrodo;
R, resistencia y [/, separacion entre electrodos.
Con la forma coénica de los electrodos, el area
efectiva se encontro a partir de la Ec. (2).

A,=mrg + r’

Con At, area total efectiva; 7: radio del circulo; g,
lado del cono.
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Las resistividades eléctricas asignadas a cada
material en el modelo computacional fueron: para
las bobinas el cobre, para la placa Falcon el
acrilico y para el material celular los valores de
resistividad eléctrica obtenidos

2.4 Modelo computacional arreglo bobina-
células

Geometria

La geometria del sistema completo bobina-
células se construyo en 3D y esta conformada por
cuatro partes: a) la bobina Helmholtz circular
representando la fuente, b) la placa Falcon, c)
cilindros macizos representando el contenido
celular y d) un cilindro suficientemente grande
que contiene las geometrias anteriores al cual es
asignado el potencial cero. En la primera parte del
modelo se construy6 y se simuld solo la bobina
Helmholtz (con las mismas caracteristicas del
equipo construido), en este se evaluaron el area y
la magnitud del campo magnético homogéneo
generado y los datos obtenidos se compararon con
los valores arrojados por las pruebas técnicas del
equipo (Figura 6). El campo magnético se genero
unidireccional en el eje z. La Figura 3 ilustra las
lineas y los volumenes creados. Por limitacion
computacional, se pudo construir solo 36 de los 96
pozos de la placa Falcon, de los cuales 16
corresponden a los pozos con contenido celular.
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Figura 3. Representacion geométrica computacional del arreglo bobina-células.

Figura 4. Arreglo bobina-células enmallados para el analisis electromagnético

Propiedades

Para el analisis electromagnético se utilizaron las
propiedades de resistividad eléctrica y
permeabilidad magnética, las propiedades fueron
consideradas isotropicas, no fueron considerados
valores de permitividad (por trabajar en
condiciones cuasi-estaticas) y el valor de
permeabilidad relativa usada fue de 1.

Andalisis electromagnético

Una vez construida la geometria y asignadas las
propiedades, se realizo la caracterizacion de las
condiciones de carga y mallado para el analisis

electromagnético (el programa Ansys utiliza el
método de los elementos finitos para la solucion de
las ecuaciones de Maxwell). La fuente generadora
(bobina Helmholtz) se caracterizd como material
conductor sélido alimentado por voltaje (a partir
de una diferencia de potencial) con dos grados de
libertad (voltaje y vector potencial magnético) y
sin considerar efectos de corrientes de eddy. Las
senales de la fuente fueron las mismas utilizadas
en el desarrollo experimental (campo magnético
de 1.0 y 1.5 mT y frecuencias entre 15 y 105 Hz).
El arreglo bobina-células mallado puede
observarse en la Figura 4. El modelo
computacional permite evaluar diferentes
condiciones de carga y tamanos de las bobinas.

73



Ingenieria y Competitividad, Volumen 12, No. 2, p. 69 - 79 (2010)

3. Resultados y discusion
3.1 Propiedades eléctricas

La Tabla 1, resume los valores de resistividad y
conductividad (Ec. 1y 2) encontrados para los dos
tipos de células de fibroblastos y osteoblastos,
asignadas como isotropicas en el modelo
computacional.

3.2 Bobinas

La Figura 5 ilustra la geometria real y
computacional 3D de la bobina Helmholtz
creadas. La Figura 6 compara los valores medidos
y simulados para una bobina Helmholtz de 12.5
cm de radio en corriente vs. el campo magnético
generado. El error maximo encontrado entre los
valores medidos y simulados fue de 4.4%. Para
ambos arreglos de bobina (construido y simulado)

se encontro6 estabilidad en la sefial de la fuente la
cual no presentd cambios en el campo magnético
generado ante las variaciones de la frecuencia.

3.3 Arreglo bobina-células

La Figura 7, ilustra los modelos 3D de la bobina
Helmholtz, la placa Falcon y los cilindros
representando el material celular.

El campo magnético, en el modelo
computacional, fue unidireccional al eje z (igual
que la condicion real de estimulacion). Las
variables eléctricas inducidas evaluadas fueron el
campo magnético total, la densidad de corriente
paralos ejesx, y y z, el campo eléctrico para los
ejesx, y y zy el calentamiento eléctrico total.

La Figura 8 muestra el area de campo magnético
homogéneo y en la Figura 9, la distribucion de la
densidad de corriente en los volimenes que
representaron el material celular.

Tabla 1. Valores de conductividad y resistividad para los materiales biologicos del estudio

Material Gy, (S/m) P x.y (€2.m)
Fibroblastos de piel humana normal 7.719¢4 1295.5
Lineas celulares de osteoblastos 5.146e4 1943.25
S ;
; § *ﬁ
A W A
b LR x
X !
& : 'i: ?&‘ 7
:‘ s
e -

(a)

Figura 5 Geometria de las bobinas a) real, b) computacional 3D.

(b)
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Figura 6. Corriente vs. campo magnético para valores medido y simulados en el programa Ansys.

(@ (b) (¢)

Figura 7. Geometria computacional 3D de los elementos (a) bobinas; (b) placa Falcon;
© cilindros representando el contenido celular.

0.00103 0.001039 0.001048
0.001034 0.001043 oomosz "7 091061 P001056 g00107

Figura 8. Campo magnético inducido sobre el modelo de la placa y el material biologico.
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La Figura 10 presenta para las células de La Tabla 2 presenta el porcentaje de crecimiento
fibroblastos, a) la densidad de corriente inducida en cuanto a la densidad de corriente y campo
vs. frecuencia sobre los ejes x, yy z'y b) el campo eléctrico inducido (componente Jy) en el modelo
eléctrico inducido vs. frecuencia sobre los ejes x, y de fibroblastos y osteoblastos ante el cambio del
y z. El comportamiento fue similar para las células campo magnético y la frecuencia de la fuente.

de osteoblastos.

o 333E41 B6TE-11 100E-10 A33E10 167E10 200E-10 233610 267EL0 40p 10

Figura 9. Distribucion de la densidad de corriente en los voliimenes
representando el material celular.
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Figura 10. a) Densidad de corriente inducida vs. frecuencia para los ejes x, y y z,
b) Campo eléctrico inducido vs. frecuencia para los ejes x, y y z.
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Tabla 2. Porcentaje de crecimiento en la densidad de corriente y campo eléctrico inducido (componente J ) en el
modelo de fibroblastos y osteoblastos ante el cambio del campo magnético y la frecuencia de la fuente.

Densidad de corriente

Campo eléctrico

Fibroblastos
1.0-1.5 mT® 40.43
15Hz-105HZ? 4751.06
Osteoblastos
1.0-1.5 mT® 40.13
15Hz-105HZ? 4759.87

40.35 39.78 39.69
4748.48 4769.89 4767.02
40.20 40.22 40.23
4763.64 4760.34 4760.56

(1) Para las frecuencias fijas de 15Hz y 105Hz; (2) Para el campo magnético fijo de 1.0 mTy 1.5 mT.

Componente 'Jy

20
£
< =—4=F 1.0mT
% 15 - ~8=F 1.5mT
= 01.0mT
= —%=0 1.5mT
[
8S 10 -
o X
3
g
S
E7) 0.5 1
g
53
A
0 ;
0 15 30

45 60 75 90 105 120

Frecuencia [Hz]

Figura 11. Densidad de corriente inducida vs. Frecuencia componente y, en fibroblastos y
osteoblastos a 1.0mTy 1.5mT.

Para ambos materiales se encontro: 1) al aumentar
la frecuencia de 15 Hz a 105 Hz, la densidad de
corriente inducida aumento en 50 veces para cada
componente, los valores superiores fueron
encontrados para la componente J, (alto del
cilindro celular) y los inferiores para la
componente J, (direccion del campo magnético
generado); 2) el campo eléctrico, al igual que la
densidad de corriente crecid exponencialmente
con la frecuencia en las mismas 50 veces al pasar
de 15Hza 105 Hz; 3) Los mayores valores fueron
encontrados para la componente £, e inferior para
lacomponente £ ; 4) La densidad de corriente y el
campo eléctrico, fueron superiores en la
componente ylacual fue 1,2 veces la componente
x y 3 veces la componente z; 5) Los valores de
densidad de corriente y campo eléctrico inducido
fueron superiores para la sefial de 1.5 mTen 1.5
veces, sobre la sefial de 1,0mT para todas las

frecuencias; 6) Al aumentar la frecuencia de 15Hz
a 105 Hz, la sefial crecido hasta 50 veces para
ambos valores de campo magnético 1.0y 1.5 mT;
7) la magnitud de la densidad de corriente y el
campo eléctrico inducidos, fueron superiores para
los fibroblastos (del orden de 10”) sobre los
osteoblastos (del orden de 10™"); 8) el cambio en la
densidad de corriente y el campo eléctrico fue mas
significativo ante el aumento de la frecuencia (de
15 a al05 Hz) que ante el aumento del campo
magnético generado (1.0— 1.5 mT).

La Figura 11 muestran la densidad de corriente
inducida J, vs. frecuencia para los dos tipos de
células y las dos magnitudes de campo magnético
generado. Las Figuras 12y 13 presentan el campo
eléctrico inducido vs. frecuencia y el
calentamiento eléctrico vs. Frecuencia
respectivamente, para las mismas condiciones.
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Figura 12. Campo eléctrico inducido vs. Frecuencia componente y, en fibroblastos y
osteoblastos a 1.0mTy 1.5mT.
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Figura 13. Calentamiento eléctrico inducido vs. Frecuencia, en fibroblastos y
osteoblastos a 1,0mTy 1,5mT.

La densidad de corriente inducida fue superior
para el material de fibroblastos en 1.5 veces la
inducida en los osteoblastos, para 1.0 y 1.5 mT.
Los valores encontrados para fibroblastos a 1.0
mT fueron superiores a los encontrados para
osteoblastos a 1.5 mT. El campo -eléctrico
inducidoa 1.0 mT fue el mismo para los materiales
fibroblastos y osteoblastos; igual comportamiento
seencontréa 1.5mT.

Las magnitudes del calentamiento eléctrico

fueron del orden de 10™° J; con valores mayores
para el material de fibroblastos en 1.5 veces los
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valores en los osteoblastos, tanto para 1.0 mT
comopara l.5mT.

4. Conclusiones

Se realizo el disefio de un modelo computacional
3D representando un arreglo de células expuestas
a campos magnéticos de baja frecuencia. De
manera especifica se trabajo con los materiales de
células de fibroblastos y osteoblastos humanos.
Con el desarrollo del modelo 3D se logro estimar
un comportamiento de variables eléctricas
inducidas en un cultivo celular in vitro y su
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variacion al modificar las caracteristicas de la
sefal de estimulacion en magnitud y frecuencia.
El modelo permite adecuar el radio de la bobina
Helmholtz y modificar las condiciones de la fuente
ylacarga.
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