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Resumen

Se desarrollé el primer prototipo de un dispositivo con el potencial para aplicar fuerzas mecanicas
equiaxiales de manera estatica o variable en cultivos celulares para el estudio de la mecanobiologia celular.
El prototipo estd compuesto por una membrana flexible, sobre la cual se podran cultivar las células, que se
deforma al aplicar vacio de forma controlada, utilizando una bomba miniatura y una valvula proporcional.

Las membranas producidas resultaron con una deformacion lineal hasta mas del 20% del estiramiento y un
madulo elastico similar al tejido bioldgico blando. A la misma se le realizaron diferentes tratamientos para
favorecer la adhesion celular y se demostré su citocompatibilidad. Se implementd un generador de presién
que permite aplicar diferentes sefiales de deformacion seleccionables por el usuario. Por ultimo, se propuso
un método basado en el procesamiento de imagenes para cuantificar la deformaciéon de la membrana y se
obtuvo una relacién lineal entre el vacio aplicado y la deformacién obtenida. El dispositivo desarrollado

cumple con los requisitos propuestos para ser usado en un laboratorio de mecanobiologia.
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. Introduccidén

Mecanobiologia y mecanotransduccion celular

Tradicionalmente se ha considerado que el comportamiento de las células es controlado
por la composicion quimica del ambiente extracelular. Actualmente, existe un consenso
en que los aspectos fisicos del medioambiente contribuyen en numerosos procesos
celulares, tanto normales como patologicos. Las células son capaces de percibir las
fuerzas mecanicas del ambiente en el que se encuentran. En las Ultimas décadas, el
estudio del modo en que las células interpretan las fuerzas mecanicas permitié resaltar
la importancia de estos procesos, lo que dio lugar a la disciplina conocida como
mecanobiologia [1]. Dentro de la mecanobiologia, se denomina mecanotransduccion al
proceso por el cual las células sensan sefiales mecanicas, y las convierten en
respuestas bioquimicas [2] [3]. En este sentido, las células son capaces de percibir la
deformacién mecanica y responder de forma adecuada mediante la expresion de
proteinas especificas, moviéndose, adhiriéndose a la matriz circundante, y también

dividiéndose o diferenciandose en otros tipos celulares.

Las células logran percibir esta deformacion a través de complejos especializados de la
membrana plasmatica, con los que se adhieren a otras células o a una matriz
extracelular. Estos receptores de adhesion estdn formados por proteinas
transmembrana, llamadas integrinas, que permiten anclar la célula a una matriz y por
las llamadas moléculas de adhesion, que permiten anclar la célula a otras células
[4]. Tanto las integrinas como las moléculas de adhesion estan acopladas a proteinas
del citoesqueleto, los filamentos de actina, a través del denominado “complejo de
adhesioén”, el cual es un conjunto altamente organizado de moléculas (Fig. 1). La
formacion de estos complejos de adhesién es importante en la sefalizacién celular para
dirigir la migracién, proliferacién, diferenciacién, organizaciéon y mantenimiento de tejidos
en reparacion. Las fuerzas mecanicas del entorno celular promueven en estos
complejos de adhesion cambios conformacionales en diferentes proteinas, que
correlacionan con la fuerza aplicada. Son estos cambios conformacionales los que
desencadenan una compleja sefalizacion intracelular, que regula los importantes

procesos celulares mencionados anteriormente.
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Figura 1: Esquema de la formacion de complejos de adhesion focal (adaptada de [4]).

Avances en la mecanobiologia: rigidez del sustrato y aplicacion

de fuerza

Uno de los primeros hallazgos de la mecanobiologia fue comprender que el
comportamiento celular variaba segun las caracteristicas mecanicas del sustrato
utilizado para el cultivo celular. Esto dio una primera evidencia de como las cualidades

mecanicas del entorno influyen en el comportamiento celular.

Por ejemplo, se observd que células madre mesenquimales de raton cultivadas en
sustratos con diferente dureza se diferenciaban segun el valor de su médulo elastico.
En el caso de las células madre cultivadas en sustratos blandos, con un modulo elastico
de 2,5 kPa, se diferenciaron en tipos celulares de tejidos blandos como son las células
adiposas pertenecientes a tejidos grasos. Por el contrario, las cultivadas en sustratos
mas rigidos, de mddulo elastico de 100 kPa, se diferenciaron en células Oseas
pertenecientes a tejidos rigidos como el del hueso (Fig. 2) [5].

N %ﬂ'%\\(\’{“
b e e AR e Marcador de
=AM @

> -
< celulas adiposas
0 [ NAd et
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Figura 2: imagenes en microscopio de células madre cultivadas en sustratos con diferente rigidez
(extraida de [5]).

Hoy en dia la gran mayoria de los ensayos con células se realizan en materiales rigidos
cémo el vidrio o el plastico, sin tener en cuenta que la rigidez de estos materiales podria
alterar el comportamiento de las células (Fig. 3). Los cultivos celulares en estas

condiciones no pueden imitar el entorno fisioloégico en el que se encuentran las células.



Sustrato blando Sustrato rigido

Figura 3: Imagen de dos células, una cultivada en un sustrato blando y otra en un sustrato rigido (de vidrio
o plastico). En rojo se marca la actina, componente principal del citoesqueleto. Se puede observar cdmo
se modifica el citoesqueleto al cultivar la célula en un material blando (adaptada de [6]).

Por estos motivos, estudiar como influye la aplicacién de fuerzas tanto estéticas (Fig. 4)
como dindmicas (Fig. 5) en los cultivos celulares es de gran importancia y constituye un
campo de investigacion en pleno desarrollo. Contar con dispositivos que permitan

realizar estudios in vitro sobre las vias de mecanotransduccion es determinante.

o

Figura 4: Dispositivo para la aplicacion de fuerzas estaticas (extraida de [7]).
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Figura 5: ejemplos de dispositivos que aplican fuerzas de estiramiento dinamicas de manera uniaxial en
cultivos celulares. a) Dispositivo accionado de manera neumética (extraida de [8]) b) Dispositivo

accionado de manera mecanica (extraida de [9]).

Para aplicar estas fuerzas a un cultivo celular existen diferentes tecnologias que se

describen a continuacion.
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Dispositivos utilizados en mecanobiologia

Son muchos los dispositivos o sistemas que permiten aplicar fuerzas a un cultivo celular,

entre ellos se encuentran los siguientes [10]:
Sistemas de carga compresiva

Estos sistemas se suelen basar en un piston o pieza que permita aplicar una fuerza de
compresion al cultivo celular, tanto en 2D como en 3D (Fig. 6). Este sistema permite
aplicar diferentes presiones al cultivo de manera hidrostéatica (aplicando presién al medio

de cultivo) o al comprimir las células.

Carga
1 Desplazamiento

7%

|
|
| eeeeeee

(a) (h)

Figura 6: Esquema de sistemas de carga compresiva. (a) Presién hidrostatica (b) Pilar de platina,
aplicando fuerzas a un cultivo celular 3D (adaptadas de [10]).

Estiramiento longitudinal

Los sistemas de estiramiento longitudinal pueden ser en una direccién como el caso de
los sistemas uniaxiales (Fig. 7a) o en mas de una direccion como los sistemas biaxiales
0 multiaxiales (Fig. 7b).

Traccion Biaxial
(a) (b)

Figura 7: Esquema de dos sistemas de estiramiento longitudinal. (a) Sistema de tension uniaxial, (b)

Traccion Uniaxial

—
--.‘._-:_""“-::‘-p-"‘"

Sistema de tension biaxial (adaptadas de [10]).
Flexion de sustrato

Estos sistemas se basan en sustratos rigidos que al ser deformados por una 0 mas

fuerzas de flexion aplican una deformacion al cultivo celular (Fig. 8).
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Figura 8: Esquema de un sistema que utiliza flexion del sustrato (adaptada de [10]).
Distension del sustrato en el plano

Algunos sistemas permiten deformar un sustrato flexible de manera que el plano sobre
el cual se cultivan las células se mantenga horizontal (Fig. 10). Utilizando sistemas

mecanicos (Fig. 10a) o neumaticos (Fig. 10b).

A

Do & ¥ : V¥
R

Desplazamiento de placa Presidn negativa

(a) ib)

Figura 10: Esquema de dos sistemas de distensién de sustrato circular en el plano. (a) Por movimiento de
plato, (b) Por aplicacion de vacio (adaptadas de [10]).

Distension del sustrato circular fuera del plano

Otros consisten en desplazar piezas que deformen el sustrato fuera del plano horizontal
(Fig. 9a y 9b) al aplicar presién positiva (Fig. 9c) o negativa (Fig. 9d) por debajo del

mismo.

i

¥
¥
¥

----T---- _ , 3

i i
T

Desplazamiento de placa Desplazamiento de diente
(a) b}

| d

| L

h ¥

. i Presian positiva
Presion negativa

{ch (d)

Figura 9: Esquema de varios sistemas que utilizan distension de sustrato circular por fuera del plano
(adaptadas de [10]).
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Fluido de corte

Estos sistemas permiten aplicar un fluido por sobre el cultivo celular (Fig. 11).
Especificamente se desarrollan en un campo de la investigacion denominado

microfluidica en el cual se replican condiciones mecénicas de células expuestas a un

flujo constante como es por ejemplo las células que componen los vasos y arterias.

-
|4 ¥

b) &
Figura 11: a) Esquema de un sistema de corte de fluido. b) Imagen de un sistema de microfluidica
(extraida de [11]).

Cizallamiento

Este sistema permite aplicar un esfuerzo de corte a un cultivo celular a partir de piezas

con diferentes formas, por ejemplo cénicas (Fig. 12).

Rotacion

»:"g%"b

—— -
Cl e e L

Figura 12: Esquema de un sistema de aplicacion de fuerza de cizallamiento.

Estos son algunos de los sistemas existentes hoy en dia, ademas de la combinacién de
diferentes técnicas entre ellos. También existen otros sistemas para aplicar fuerzas a
cultivos celulares, algunos sistemas a nivel micrométrico (basados en magnetismo,

cristales piezoeléctricos o micropipetas) e incluso sistemas a nivel nanométrico.

A continuacion, se detallan los sistemas comercialmente disponibles.

Dispositivos comerciales

Existen varias empresas que comercializan dispositivos para uso en investigaciones
sobre mecanotransduccién celular, entre ellas se encuentran: Flexcell Inc., lonOptix,

MeniconLifescience y StrexCell.
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Flexcell Inc.

Flexcell es una empresa estadounidense fundada en 1987 con mas de 30 afios de
experiencia en el mercado. La misma fue la primera en comercializar tecnologia para
aplicar tension en cultivos celulares in vitro. Citada en mas de 4000 publicaciones y

utilizada en mas de 1300 laboratorios [12].

Esta empresa cuenta con el desarrollo de sistemas de tension, compresion y fluido.
FlexCell ofrece sistemas de distencién del sustrato en el plano que permiten aplicar
fuerzas equiaxiales. Estos sistemas se dividen en dos, los que permiten aplicar fuerzas
en multiples cultivos y los que permiten aplicar fuerzas en un solo cultivo con la ventaja

de poder observarlos en el microscopio (Fig. 13).

a) b)
Figura 13: Imégenes de los diferentes dispositivos desarrollados por FlexCell para aplicar fuerzas de
tension a) Imagen del FX-6000T™ TensionSystem, el mismo es un sistema que permite aplicar fuerzas de
tension a un multiwell de 6 cultivos. b) Imagen del StageFlexcer, este sistema aplica fuerzas de tensiéon a
un solo cultivo permitiendo observarlo en el microscopio (extraidas de [12]).

lonOptix

lonOptix es una empresa estadounidense fundada en 1990 con el objetivo de
desarrollar, fabricar y vender sistemas completos para cuantificar los niveles de iones
celulares utilizando indicadores de fluorescencia [13]. En el afio 2012 desarrollan el
primer sistema para la aplicacion de fuerzas de tension en cultivos celulares. Los
desarrollos de esta empresa se encuentran diferenciados en su uso para diferentes tipos
celulares; por ejemplo, en cardiomiocitos, vasos sanguineos, células musculares, etc.
Una gran diferencia con el resto de las empresas es que es la Unica que desarrolla
sistemas que permiten estimular mecénica y eléctricamente a los cultivos celulares de
manera simultanea. Cuenta con dos modelos para aplicar fuerzas de tension: el
MyoStretcherSystem (disefiado especificamente para estimular células miocardicas) y

el Culture PacingSystem (Fig 14).
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a)
Figura 14: Sistemas de aplicacion de fuerzas de tension desarrollados por lonOptix. a) Imagen del
sistema MyoStretcher para aplicar fuerzas en cardiomiocitos. b) Imagen del sistema de tension Culture
Pacing, el mismo permite aplica fuerzas uniaxiales de forma mecéanica, permite también aplicar pulsos

eléctricos (extraidas de [13]).
Menicon LifeSience

Menicon LifeSience es una empresa fundada en 1951 en Japébn, la misma
recientemente comenzd a comercializar equipos para aplicacion de estiramiento junto
con hidrogeles para su uso en andamios tridimensionales [14]. Cuenta con dos equipos

que permiten aplicar fuerzas de tension uniaxiales de manera mecanica (Fig. 15).

¢ KA\ o>

Y — . /

Figura 15: Sistemas de aplicacion de fuerzas de tensién desarrollados por Menicon LifeSience. a) Imagen
del sistema de tension ShellPa. b) Imagen del sistema de tension ShellPa Pro, a diferencia del ShellPa

permite aplicar una mayor cantidad de sefiales de tension (extraidas de [14]).

StrexCell

StrexCell es una empresa japonesa fundada en 2003 con el objetivo de dedicarse a la
planificacion, desarrollo, fabricaciobn y venta de equipos para biologia celular,
investigacion biomédica y farmacéutica [15]. Cuenta con desarrollo de equipos para
aplicar fuerzas de tension, sistemas de carga compasiva y congeladores de velocidad
controlada. Sus cuatro modelos permiten aplicar fuerzas de tension uniaxial y biaxial en
cultivos celulares. Tiene sistemas autométicos, manuales y montables en microscopio
(Fig. 16).
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a)

c)
Figura 15: Sistemas desarrollados por StreCell. a) Imagen del sistema de aplicacion de fuerzas uniaxial
automatico, el mismo permite aplicar fuerzas en mas de un cultivo celular. b) Imagen del sistema de
aplicacién de fuerzas uniaxiales manual. ¢) Imagen del sistema de aplicacion de fuerzas uniaxiales

manual, montable en microscopio (extraidas de [15]).

Cuadro comparativo

A continuacion, se muestra un cuadro comparando las capacidades de los modelos de
las diferentes marcas mencionadas, analizando sus ventajas y desventajas (Tabla 1).
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Nombre de

Modelos | Tipo de dispositivo Ventajas Desventajas
la empresa
FX-6000T™ £ o173 de tension en
TensionSyste .
m multiwell de 6
Alto costo de
Gran precisién y|adquisicion,

ElexCell Inc. Fuerza de tension en|empresa con|equipamiento de gran
cultivo unitario con|mayor trayectoria|tamafio y con muchos
StageFlexcer |posibilidad de [del mercado componentes,
observar en dependiente de PC
microscopio
Fuerza de tension
MyoStretcher ulsos eléctricos arg
System P i -0 1008 PATyenor costo, :
cultivo unitario Uso para cultivos
i i6 ocupa MENoN o s pecificos cuenta
lonOptix Fultlar_zzli de tensul)p en espacio y cuenta solpo o e'stiramiento
Culture th'f!F} es cu 'glvqsi con menores |
PacingSystem | -NSION uniaxial componentes
accionado
mecanicamente
MeniconLife shellPa Fuerzas de tension Menor costo,
e ocupa menor|Cuenta  solo  con
. uniaxiales de manera . . ) . L
science P espacio requiere |estiramiento uniaxial
mecanica
ShellPa Pro compresor
Fuerzas de tension
STB-1400 uniaxiales
automatizado
Fuerzas de tension
STB-100 uniaxiales manual, de
cultivo unitario
— Menor costo,
Fuerzas de tension Cuenta solo con
jaxial I d ocupa menor estiramiento  uniaxial
StrexCell unllqma es manual, de|egnacio y cuenta o o
STB-150W |cultivo | unitario, | oo menores Sutomatizada
montable €Nl componentes
microscopio
Fuerzas de tension
biaxiales manual, de
STB-190-XY |cultivo unitario,
montable en
microscopio

Tabla 1: Cuadro comparativo de las diferentes tecnologias desarrolladas por las marcas mencionadas. Se

compararon los diferentes modelos existentes en el mercado teniendo en cuenta criterios de costo, tipos

de fuerza de tensién que aplican, si son automatizados 0 manuales y si son montables en microscopio.
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Aspecto normativo

De acuerdo a los manuales de los dispositivos existentes no se encontré algun tipo de
normativa nacional e internacional especifica con respecto a dispositivos disefiados
para ser empleados en cultivos celulares, especificamente en el marco de la
investigacion en mecanobiologia.

Las empresas que ya fabrican, disefian y venden este tipo de sistemas en todo el mundo
(Flexcell Inc., STREX Inc.) cumplen con normativas de estandares de calidad
internacional pero no se encontr6 algun tipo de normativa aplicable especificamente a
este tipo de sistemas. Ninguna de las mismas cumple con FDA (U.S. Food and Drug

Administration).
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.  Objetivo

Marco del proyecto

Este proyecto se originé en el marco de la beca “Intering 2016” otorgada por la fundacion
innovacion y tecnologia (FUNINTEC) de la UNSAM. Del mismo participaron como
director el Dr Ignacio E. Ruiz, como codirectores la Dra Ana Gonzalez Wusener y el Dr.

Ing. Leonardo Casal y como becaria Camila Ruiz.
Objetivo

El objetivo de este trabajo es desarrollar un dispositivo que permita aplicar diferentes
fuerzas de tension en cultivos celulares, similares a las condiciones in vivo, cuyo disefio

maximice su usabilidad y accesibilidad.

A pesar de que hoy en dia este producto existe en el mercado, se busca desarrollar un
sistema de menor costo y de codigo abierto, de facil uso que no requiera de una gran
cantidad de componentes.

Para conseguir el mismo se proponen los siguientes objetivos especificos:

- Se debe desarrollar una membrana biocompatible cuyo modulo elastico sea
similar al del tejido biolégico.

- Lamembrana se debe deformar con el fin de aplicar una tensibn mecanica cuya
amplitud, forma y frecuencia sea seleccionable por el usuario. Permitiendo

aplicar fuerzas de forma radial, también llamada equiaxial, en cultivos celulares.

- Para generar esta fuerza proponemos utilizar vacio. Para esto se debe

desarrollar un soporte para crear una camara hermética debajo de la membrana.

- Para poder generar una sefial de deformacion variable en el tiempo es necesario
implementar un control realimentado que permita replicar diferentes sefiales de

presion negativa por debajo del sustrato, deformandolo de manera proporcional.

- Se debe validar la deformacion lograda por el dispositivo, para lo cual es
necesario implementar un sistema que permita cuantificar la deformacion de la

membrana en distintos valores de vacio.

- El dispositivo debe ser en comparacion con los dispositivos comercialmente
disponibles de facil uso, de menor tamafio, econémico, de menor complejidad y

menor cantidad de componentes.
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lIl. Componentes y funcionamiento del

dispositivo

Para cumplir con el objetivo propuesto se evaluaron los diferentes sistemas ya

nombrados y se opt6 por un sistema de distension de sustrato circular en el plano por

aplicacion de vacio (Fig. 16).

El mismo cuenta con una membrana flexible sostenida por un soporte que permite

aplicar presion negativa por debajo de la misma para lograr una deformacion del sustrato

proporcional a la presion aplicada.

A. [ ] Soporte

| Vacio | Sustrato
flexible

Soporte

Sustrato
flexible

Base de
cultivo

Figura 16: Esquema del sistema de aplicacion de fuerzas equiaxiales radiales, por aplicacion de presién

negativa por debajo del sustrato. A: Vista lateral. B: Vista superior.

El dispositivo desarrollado cuenta con los siguientes componentes:

Sustrato: membrana de PDMS (Polidimetilsiloxano) esterilizable y biocompatible.
Soporte: base cilindrica y tapa en forma de anillo que sujetan la membrana para
formar una camara de aire hermética debajo de ella.

Generador de sefales de presion: una valvula proporcional y una bomba de
vacio miniatura generan en la cAmara una sefial de presién negativa medida por

un sensor.

Control: un sistema embebido en un microcontrolador Atmega2560 implementa
un control digital en tiempo real cuyo objetivo es reproducir una sefial de presion

en la camara de acuerdo a la sefial de deformacion seleccionada por el usuario.

Pantalla y teclado: interfaz para que el usuario ingrese la deformacion deseada

(forma de onda, amplitud y frecuencia).
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En la figura 17 se pueden observar las diferentes partes del dispositivo implementado:

* x
Membrana 4———0 —> Soporte
)& x4

Fuente de
alimentacion

Bomba
de presion

Valvula

VY

Pantalla

Teclado

Figura 17: Imagen del dispositivo implementado con sus diferentes componentes.
En los siguientes capitulos se describe el desarrollo de los diferentes componentes del
dispositivo.
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V. Sustrato celular: membrana flexible

La membrana debe cumplir con los siguientes requisitos:
Flexibilidad, con un médulo elastico similar al tejido bioldgico y que permita
alcanzar una deformacion de hasta 20%.

Biocompatibilidad, para garantizar la viabilidad y adhesién celular.

A continuacién, se describe el método de produccibn de la membrana, su
caracterizacion mecanica y los ensayos realizados para asegurar una correcta adhesion

celular.
Produccion

Para la produccion del sustrato se us6 PDMS (de la marca Smooth-on, modelo Solaris)
de baja viscosidad, para facilitar su produccion, y transparente, para permitir la
visualizacién en microscopio [16]. Para producir la membrana se mezclaron en partes
iguales los dos componentes del kit adquirido, con un peso total de 5 gr. y se dejé curar

por 24 hs en un molde circular, de 1 mm de altura y 6 cm de diametro (Fig. 17).

Figura 17: 1zq, imagen del molde para el curado de la silicona. Der, imagen de la membrana curada.

Caracterizacion mecanica

Se realiz6 un ensayo de traccion a tres membranas obtenidas para relacionar la tension
aplicada en la membrana y su deformacién, entre 0 y 40%. Se utilizé un equipo
denominado DMA (analizador mecéanico dindmico) de la marca TA y modelo Q800 (Fig.
18).
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Figura 18: DMA utilizado para la caracterizacion mecanica.

El ensayo de traccién de la membrana mostré6 un comportamiento lineal (r> mayor a
0.99) hasta la deformacioén de interés de 20% y un mdédulo elastico medio de 2,43 £ 0,10
kPa (Fig. 19) que se encuentra dentro del rango del tejido biologico blando [17]. El
madulo elastico medio se obtuvo promediando los obtenidos en las tres muestras.

Tension medida en funcion de la deformacion
aplicada

® Muestra 1

@ Muestra 2
Muestra 3

“=*+Linear(Muestra 1)

Tension [kPa]

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 S0

Deformacion [%]

Figura 19: Relacion tension-deformacion para 3 muestras ensayadas con el DMA. Se verificé su linealidad
(r2>0.99) en el rango de trabajo (entre 0y 20%).

Tratamientos superficiales
Con el objetivo de favorecer la adhesion celular, a tres grupos diferentes de muestras
de membrana se les realizaron los siguientes tratamientos, uno para cada grupo (Fig.

21):
«  Se hirvié en agua destilada durante 1 hora [18].
«  Se sumergi6 en una solucion 1 M de NaOH por 24 hs [19].
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« Se sumergieron, en movimiento, en una solucion 5:1:1 de H20, H202 y HCI
durante 15 min [20].

Cada uno de los ensayos se realiz6 con el objetivo de adherir materiales biocompatibles
a la membrana, favoreciendo la correcta adhesion de las células. Para ello se utilizaron
colageno y quitosano. El colageno es un material ampliamente utilizado para ensayos
in vitro gracias a su probada biocompatibilidad y en el caso del quitosano también esta
extensamente probada su biocompatibilidad y utilizacion para el desarrollo de sustratos

para el crecimiento celular. El laboratorio en el que se realiz6 este trabajo disponia de

los dos materiales.

Se usaron muestras de membrana de 2 cm x 1 cm con un grosor de 1 mm, se hicieron
4 muestras por tratamiento, a dos de las muestras se las sumergié en una solucion de
APTES (3-aminopropil trietoxisilano) al 10% en acetona, durante 2 hs [21]. A dos de las
muestras tratadas con APTES y a las otras dos sin tratar se las recubrié a una con
solucién de colageno 0.1 mg/ml a 4° C durante una noche y a la otra se le aplicé un
recubrimiento de quitosano al 10% en &cido acético 2% V/V. El primer tratamiento se
realizo con el objetivo de exponer los grupos hidroxilos aumentando asi su hidrofilicidad.
El tratamiento con APTES permite la adhesion de grupos aminos que facilitaran el
recubrimiento posterior con colageno y quitosano (Fig. 20).

NM,  NH,  NH NH, NH, NH,

ON  OM 2 y o NY, N
e b Ak A A A
il Sk el NN s NR
PDMS POMS J’ _l"’ © 1© '? 0 .‘0 (‘l? (;C (,'O 0

Figura 20: Esquema de los tratamientos realizados en la membrana.
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Colageno }

Quitosano J

Colageno }

Quitosano }

Colageno }

Quitosano }

Colageno }

Il

Colageno Quitosano J

Quitosano
Sin recubrir

Figura 21: Muestras por cada tratamiento, a una de cada grupo se las trat6 con APTES y luego se las

recubrid, a otra se la recubri6 con colageno. Al grupo control se le agregé una tercera muestra sin

tratamientos.

Caracterizacion superficial

Angulo de contacto

Para evaluar la hidrofilicidad (que se relaciona con la biocompatibilidad), se analizé el

angulo de contacto de la membrana.

Se depositd una gota de agua destilada sobre las membranas sin tratamiento, tratadas
con H;O2, NaOH y hervida y se obtuvieron fotografias con una cadmara digital (Fig. 22).
El &ngulo de contacto fue determinado con el software de procesamiento de imagenes
Image-J. Se calcul6 su valor medio, desvio estandar y se comparé entre los tratamientos

utilizando el test student.

El tratamiento superficial logré reducir el angulo de contacto (de 104° + 3° a 73° £13°).
La magnitud de la reduccién fue similar al analizar los 3 tratamientos por separado
(H20,, NaOH o hervida). Por otro lado, las membranas tratadas con colageno,
resultaron con mayor hidrofilicidad que las tratadas con quitosano (84° + 11° y 99° + 4°
respectivamente) para los tres tratamientos. En la figura 23 muestran los valores de

angulo de contacto obtenidos para cada caso.
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Figura 22: Imagen obtenida para la medicion del angulo de contacto sobre una de las muestras utilizadas,
analizada con el programa Image J.

Colageno y Quitosano

B Colageno [ Cuitosano
125
100
75

50

25

Control Solo recubierta H202 Hervida MaOH

Figura 23: Resultados de los valores de angulo de contacto obtenidos.
A partir del resultado obtenido con el analisis del angulo de contacto se descarto el uso
del recubrimiento con quitosano y se continué analizando los tratamientos para adherir

colageno Gnicamente.

Microscopio de fuerza atdmica

Para observar la presencia de colageno en la superficie de la membrana se analizaron
imagenes de la topografia de la membrana tratada con colageno (para cada tratamiento,
con y sin APTES) utilizando un AFM (microscopio de fuerza atomica), modelo Flex-

Axiom de la marca Nanosurf (Fig 24).
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Figura 24: imagen del AFM perteneciente a la Fundaciéon Argentina de Nanotecnologia.
Al analizar regiones de 10 um por 10 um de las membranas tratadas previamente se
observo la presencia de fibras de colageno en las muestras hervidas y sumergidas en
NaOH (Fig. 25). En la membrana de control y tratada con H.O» no se observan estas

fibras, indicando la ausencia del colageno.

H202 + APTES + Colageno
Z-Axis - Scan backward _Line fit o

Control

is - Scan backward Line fit _

Line fit 149nm

E
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10pm 10pm

Hervida + APTES + Colageno
Z-Axis - Scan backward Line fit
& AFT N ‘,r 3

Noname 10pm

10pm

Line fit 143nm

Z-Axis range

NaOH + APTES + Colageno
-Axis - Scal

Line fit 788nm

Z-Axis range

Noname

Figura 25: Imagenes de microscopia de fuerza atdmica de la superficie de las membranas tratadas. Se

observa en color la altura de la superficie en nm con respecto al valor medio de altura medido.
Proliferacion

Para evaluar la citotoxicidad se cultivaron fibroblastos murinos de la linea celular
NIH/3T3 sobre las membranas por 3 dias a 37° C y 5% CO2. Luego, para evaluar su
proliferacion, se fijaron con paraformaldehido 4% y se tifieron los nacleos con DAPI (4

27



',6-diamidino-2-fenilindol). Se sembré la misma cantidad de células para cada una de

las muestras.

Las muestras fueron analizadas en un microscopio NIKON TE2000- U de optica
invertida, equipado con cdmara CCD (Orca-AG, Hamamatsu) acoplada al microscopio
y controlada por el programa Metamorph (Fig. 26). Se tomaron imagenes con objetivo
de 10X y se analizé cuantitativamente el area cubierta por los cultivos en cada uno de
los sustratos utilizando el plugin nucleouscounter del software de procesamiento de

imagenes Image-J (Fig. 27).

Control APTES Colageno 2=

NaOH + colageno

Figura 26: Imagenes de fluorescencia del cultivo de fibroblastos sobre las muestras de membrana de
control (sin tratamientos), tratadas con APTES, recubiertas con colageno, tratadas con NaOH y

recubiertas con coladgeno y hervidas y recubiertas con colageno.
Las membranas sin tratamiento, las tratadas solo con colageno o tratadas con colageno
y NaOH resultaron con minima citotoxicidad, de acuerdo a la alta confluencia y una
densidad celular que cubre al sustrato casi en su totalidad (Fig. 24). En cambio, las
muestras tratadas con APTES resultaron con una citotoxicidad media, evidenciada por

la menor densidad celular, asociada a una menor adhesion.
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Figura 27: El siguiente grafico muestra el resultado del conteo de células cultivadas por tratamiento. Se
puede observar que las membranas con NaOH fueron las que mostraron una mayor proliferacion.

Conclusioén

Se obtuvo una membrana de facil elaboracion, con un médulo elastico similar al tejido
biolégico blando y un comportamiento lineal hasta una deformacion del 20 %. Si bien
los distintos tratamientos superficiales analizados aumentaron la hidrofilicidad (mayor
angulo de contacto), permitieron la adhesién superficial de colageno, y en ciertos casos
aumentaron la adhesién celular, es posible concluir que la membrana sin tratamiento es
biocompatible. El tratamiento que mostré una mayor presencia de células adheridas al

sustrato fue el de NaOH.
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V. Soporte de la membrana: diseno vy
mecanizado

La membrana desarrollada debe sujetarse de forma que sea posible generar vacio en
su cara inferior y sembrar células en su cara superior, expuesta a presiéon ambiente.

Para esto se disefi6 el siguiente soporte.
Diseio de la base y la tapa

El soporte cuenta con dos partes, una base sobre la cual se va a apoyar la membrana
y una tapa que va a asegurar la membrana a la base utilizando 4 tornillos. La base
cuenta con un tope en el centro sobre el cual se apoyaré el &rea de la membrana en la
cual se cultivaran las células (Fig. 28). Un orificio a través de la pared, permite la
conexioén con una tubuladura donde se generara vacio.

Cuatro orificios permiten ajustar la base con la tapa utilizando tornillos y remaches

roscados de acero inoxidable (Fig. 29). Para el disefio de las piezas se utilizé el software
de disefio Solidworks ® que permite modelar piezas en 3D.

ORIFICIOS PARA
TORNILLO

ORIFICIO PARA
VACIO

a) -
ORIFICIOS PARA
TORNILLO
- _‘—_ r'-'-'_}—j. _ -
(= { \; —%)
~ '.'.'_'_"'_-~ s
b) S

Figura 28: Dibujos de las piezas disefiadas. a) Disefio de la base. b) Disefio de la tapa. En el anexo | se

puede observar los planos y las medidas de las piezas realizadas.
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Figura 29: I1zq, tornillos y remaches de acero inoxidable utilizados. Der, acople rapido.

Mecanizado y material de las piezas

Las piezas disefiadas fueron mecanizadas utilizando un CNC (torno de Control
Numérico Computarizado) a partir de bloques del material polioximetileno
comercialmente conocido como Delrin®, de la marca Dupont.

Este material posee elevada rigidez y resistencia mecanica. Cuenta con una gran

estabilidad dimensional, tanto ante humedad como ante temperaturas menores a 175°C.
Conclusion

Se obtuvieron piezas rigidas con estabilidad mecanica, lo que les permite ser utilizadas
en un cuarto de cultivo ya que no se deforman con el tiempo ni ante condiciones de
temperatura, humedad y gases controlados (Fig. 30). Las mismas sostienen la
membrana de manera que se pueda aplicar vacio por debajo para deformarla.

Todas las partes del dispositivo son autoclavables (121°C o 134°C), para evitar la
contaminacion del cultivo celular y para trabajar bajo esterilidad en una campana de flujo

laminar o cabina de bioseguridad.

a) b)

Figura 30: Imagenes de las piezas obtenidas. a) Base mecanizada junto con el acople rapido. b) Tapa

mecanizada.
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VI. Generador de sefales de presion

La membrana flexible y su soporte forman una camara hermética en la cual se debe
controlar la presion para lograr la deformacién deseada. Para cumplir con este objetivo
se desarroll6 un generador de sefiales de presion.

El generador se encuentra compuesto por un sensor de presion, una bomba de vacio,
una valvula proporcional, un microcontrolador y una placa con teclado y pantalla o
display LCD (Fig. 31).

microcontrolador teclado y display

“—> deformacién max. y min.
sefial 12C tipo de sefal y periodo

deseada

bomba de | membrana flexible

con cultivo celular

L1

PWM1 vacio | B @ = = == ==

T

“PD P vaivia ——
PWM2

v v

sensor
soporte con

de presién <+
P ] [ —— camarade aire

Figura 31: Esquema del generador de sefiales de presion.
Bomba de vacio

Se utiliz6 una bomba de vacié de tipo diafragma (Fig. 32)

L

Woanmagd o
L] 3 =15 B -

NI

Figura 32: Bomba de vacio utilizada, de la marca TCS electrical motor, modelo JQB2438274.
La bomba utilizada trabaja con una tensién maxima de 4.5 V, corriente maxima de 500
mA y alcanza una presion negativa de 65 kPa (respecto a ambiente) y un flujo maximo
de 4 litros por minuto.

Se caracterizo la bomba midiendo el valor de presién generado a distintos valores de

corrientes de alimentacion (Fig. 33). Se observé una relacidn no lineal y con histéresis.
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Figura 33: Presion absoluta medida dentro de la camara en funcién de la corriente de alimentacion dela
bomba de presion, con la valvula cerrada al 80%.

Las mediciones fueron realizadas con la valvula cerrada en un 80%, ya que cuando el
circuito neumatico esta completamente cerrado la bomba se detiene al llegar al vacio

maximo, en cambio si esta completamente abierta no genera vacio.
Sensor de presion negativa

Se utilizdé un sensor de la marca NXP modelo MPX5100AP [22] que permite medir
presién absoluta en el rango de 15 a 115 kPa con salida analégica amplificada entre 0
y 5V. El mismo tiene una sola entrada de presion la cual se conecta con el circuito a
medir. Cuenta con una entrada de alimentacion (5V), una entrada para tierra y una salida
con la tension de medicion (Fig. 34).

—
—=

Figura 34: Imagen del sensor analégico utilizado.
Para obtener los valores de presion, se utilizo la formula provista por el fabricante:

Vour = Ve % (0.009 x P + 0.04) (1)

donde P es la presion medida, Vs es la tension de alimentacion del sensor y Vou: €S la

tension medida a la salida del sensor.
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Despejando se obtiene la presion a partir de la siguiente expresion:
_ Vout - 0.2

- 2
0.045V @

donde se reemplaz6 a Vs con un valor de 5V en la ecuacion 1.
Vélvula proporcional

Se utiliz6 una valvula proporcional de 2 vias tipo solenoide de la marca Parker modelo
VSO NC (normal cerrada) serie 11 de 23 Ohm y 8V DC (nimero 910-000047-012), con
un flujo de hasta 56 slpm (litro por minuto standar) [23] (Fig. 35). Se evaluaron otras
valvulas mas econdémicas pero no permiten trabajar con presiones negativas, la valvula

utilizada permite trabajar tanto con presiones positivas como negativas.

35878

WL
187 1-V4
SNaooror 5.5ch fﬂﬂ L

~Parkor

Figura 35: Imagen de la valvula miniatura utilizada
La valvula se controla por corriente (maximo de 340 mA) y tiene una respuesta no lineal,

tipica de este tipo de valvulas (Fig. 36).
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Figura 36: Curvas otorgadas por el fabricante de la valvula [24]. a) Curva de flujo en funcién de la presion.
b) Curva de flujo en funcién de la corriente de alimentacién de la véalvula.

Circuito de control

Para controlar la corriente en la valvula se implementé el siguiente circuito (Fig. 37):

PwWM(0=5 VDC)
b._

10V

120

ALVULA

Figura 37: circuito recomendado por el fabricante para alimentar la valvula [24].

Se utilizé un circuito similar para controlar la bomba de presion.
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La sefial de control PWM (Sefial de modulacion por ancho de pulsos, en inglés de Pulse-
Width Modulation), fue filtrada con un filtro pasabajos RC con R=680 Q y C=100 pF que
resulta en una frecuencia de corte de 68 Hz.

La corriente I,,5;.,,58plicada en la valvula estd dada por la siguiente férmula:

2200
Lsvuia = Vpwm * 50000242200 12 o

donde V,,,mes la tension de control PWM. La corriente I, Varia entre 0y 212 mA
proporcionalmente a la tension V,,,.

Se midié la presiéon en funcion de la corriente de alimentacion de la valvula para
diferentes corrientes en la bomba de vacio (Fig. 38).

Respuesta de la valvula para diferentes alimentaciones de la bomba
T T T T
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Figura 38: Presion medida para diferentes valores de corriente en la valvula con la bomba alimentada a

tres corrientes distintas.

Se observé gue la valvula regula la presion para corrientes entre 90 mA 'y 170 mA, fuera

de este rango la valvula se cierra o abre completamente.
Microcontrolador

Se utilizé una placa de Arduino MEGA, con un microcontrolador Atmega 2560, por su
bajo costo y facil acceso. Se utilizé dos salidas PWM pulsadas a 500 Hz entre 0y 5V
para controlar la valvula y la bomba de presion. Se digitaliz6 la sefial de presion con un

conversor ADC de 10 bits entre 0 y 5V. Se conect6 otra entrada analégica a un teclado
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de 6 botones. Un pin i2c permitié controlar el display LCD. Finalmente, el puerto UART

fue usado para comunicarse con una PC.
Teclado y display

Se utilizé6 una placa genérica de Arduino que incluye un display LCD (Liquid Crystal
Display) de 16x2 caracteres y un teclado de 6 botones para que el usuario pueda
seleccionar forma de sefial, amplitud y frecuencia (Fig. 39). De esta forma no es

necesario disponer de una computadora para utilizar el dispositivo.

Potenciometro i ogi
2 ICSP 8 pines analog,lcos1
e Sontraste \ disponibles D0 - D7
“ - -
D Kevpad Stueld QEDREED N
D)
)
DF 3.0 =@
eed OIS
A > AR eED APPEd
y Reset ‘
3 pulsadores conectados 5 puertas analogicas
al Analog A0 disponibles A1- A5

Figura 39: Imagen de la placa utilizada con display y botones, se pueden observar en verde los diferentes

componentes de la placa.
Se utilizé una fuente conmutada de 220V AC a 9V DC con una salida de corriente de

0.5A (positivo al centro) para alimentar la placa de Arduino.
Conclusion

En la siguiente figura se puede observar la interaccion entre los diferentes componentes
del generador de presién: la bomba y la valvula conectadas al circuito que acondiciona

la sefial proveniente del PWM de la placa de Arduino, junto con el display (Fig. 40).
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Bomba de «

Pantalla
LCD Placa
Arduino
Teclado

Figura 40: imagenes del generador de sefiales de presion.
El hardware implementado funciona como interfaz con el usuario y permite que el
microcontrolador alimente la valvula y bomba de vacio para replicar la sefal. A

continuacion, se describe la implementacion del firmware del microcontrolador.
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VIl. Generador de sefiales de presion: firmware

e interfaz de usuario

Firmware

El firmware se desarrolld utilizando el entorno de programacion visual Simulink®,
perteneciente a Matlab®. EI mismo cuenta con un complemento que permite programar

el microcontrolador de Arduino y controlar los periféricos.

On/Off P Compresor
Setpoint
Reset PID
Seleccion de sefial

[Display] L p{Ref Salida PWM

Valv ula

Presion (kPa) P PIDz) _I

Sensor L »F

Control PID

Figura 41: Esquema del firmware realizado. El bloque “Sensor” acondiciona la sefial del sensor y la
traduce a presion, luego la ingresa en el bloque del control PID. El bloque “Seleccién de sefial” muestra
los mensajes en el display, calcula la sefial ingresada por el usuario y la envia al bloque de control para
ser usada como referencia. Las sefales de salida calculadas por el bloque “Control PID” son enviadas al

bloque “Salida PWM” que envia dos sefiales, una para prender la bomba y la otra para controlar la

valvula.

Bloque de Interfaz de usuario

El microcontrolador ejecuta el firmware cada 10 ms y calcula la sefial de presion
deseada a partir de los parametros ingresados por el usuario (tipo de sefial, deformacion
maxima, minima, y periodo) a través del teclado y display LCD (Fig. 43). El usuario
puede modificar estos parametros en cualquier momento, incluso durante el

funcionamiento, mediante un menu representado con el siguiente diagrama de estados:
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Figura 42: Diagrama del menu para seleccionar la funcién de deformacion a seguir por el dispositivo.
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Figura 43: Pardmetros de la funcion para seleccionar

Tiempo [seg.]

El bloque llamado “Seleccion de sefial” (Fig. 44), calcula y envia la sefial de referencia

al bloque de control a partir de los pardmetros seleccionados por el usuario.

ARDUINO
FAVAN b u
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Entrada del sensor
.
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™
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lineatl
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cursor
data
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frec_seno

amp_seno

bias_rampa
frec_rampa

amp_rampa

control

/

Control del display
INTERFAZ DE USUARIO

Rampa
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Constante

Offset

On/Off compresor
Linea 1

Linea 2

Cursor

Data

Amplitud constante
Bias seno
Frecuencia seno
Amplitud seno
Bias rampa
Frecuencia rampa
Amplitud rampa
Reset control

On/Off
On/Off

Setpoint

Setpoint

Reset PID

Reset PID

Generacion de sefial sell

eccicnada

Figura 44: Esquema del bloque de seleccion de la sefial, el mismo se compone de tres partes: la entrada

de la sefal analégica, el bloque de interfaz con el usuario y el bloque que genera la sefial seleccionada.

Se realiz6 un programa con interrupciones que permite mostrar en el display los pasos

a seguir por el usuario y esperar a que el mismo seleccione la opcion deseada, este

trabajo lo realiza el bloque “Control del display”. A su vez almacena los parametros

seleccionados y los envia al bloque “Generacion de la senal seleccionada” que envia

tres salidas, la primera prende la bomba, la segunda proporciona la sefial de referencia

para el bloque de control, calculada a partir de los datos seleccionados por el usuario, y

la tercera permite reiniciar el sistema.




Conclusion

Se escribié un programa que permite: en primer lugar, mostrar en el display los pasos a
seguir por el usuario; en segundo lugar, leer las sefales provenientes de la botonera
para interpretar la seleccién del usuario. Luego genera una sefial con la informacion
ingresada que sera utilizada por el sistema de control como referencia para ser replicada
a la salida del generador. A continuacién, se describe el sistema de control

implementado por el microcontrolador.
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VIIl. Sistema de control

El objetivo del sistema de control es replicar la sefial de presion seleccionada por el
usuario, a partir de la corriente aplicada a la valvula (actuador). El control debe linealizar
la respuesta de la valvula y la planta, compuesta por el compresor, la respuesta

mecanica de la membrana y el volumen de aire del circuito neumatico.

Se trabajo con la presién aplicada por debajo de la membrana (variable controlada) para
el desarrollo del generador y el disefio del control, la conversion entre presién y

deformacién (variable de interés) se describe en el siguiente capitulo.
Estructura del control

Se implementd un control a lazo cerrado (Fig. 45) que permite generar distintos tipos de
sefal (constante, cuadrada, rectangular, rampa) para periodos mayores a 1 segundo y

un rango de presion entre 0 y - 30 kPa respecto a ambiente.

Figura 45: Diagrama de bloques del control con realimentacion implementado.

La sefial de control u (sefial PWM sobre la valvula) es la entrada a la planta P, cuya
salida es y (presion en la camara, medida por el sensor); la sefial de referencia r (presion

deseada) permite definir la sefial de error e =r - y, que alimenta al control C [24].

Se eligié un control con estructura proporcional-integral-diferencial (PID) paralela cuya

ecuacion es:

C(S) = kp +%+Skp @)

Donde s es la variable del dominio de la transformada de Laplace; Kp, Ki y Kd son las

ganancias proporcional, integral y derivativa respectivamente [24].
Sintonizacion
Para determinar los parametros del controlador Kp, Ki y Kd, se evaluaron 2 métodos

propuestos por Ziegler y Nichols [24].
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El primer método consiste en aplicar un escalén de corriente a la vélvula con el
compresor encendido. Se midio la sefial de presion a la salida para evaluar la respuesta
del sistema (Fig. 46).

Senal de entrada

200 1

150 |

100 |

Corriente [mdA]

50 F

0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10
Tiempo [seg)
Sefial de salida

Fresion [kPal]

0 1 2 3 4 5 & 7 8
Tiempo [seg)

@
=

Figura 46: sefial de corriente de entrada enviada a la valvula y la sefial de presion medida, manteniendo

la bomba de presion en un valor fijo.

Dado que la respuesta al escalén no se comporta como una S, como requiere este
método, se implement6 el segundo método de Ziegler-Nichols.

Este consiste en usar s6lo la accién de control proporcional e incrementar Kp de 0 a un
valor critico Kc, en donde la salida exhiba oscilaciones sostenidas, con un periodo Pc

determinando asi la ganancia critica Kc, y el periodo Pc experimentalmente (Fig. 47 y
48).
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b)

Figura 47: Sefal medida al aumentar el Kp. a) Rampa con Kp=20. b) Rampa con Kp=36, se puede

observar que ante el aumento del Kp la sefial oscila pero se vuelve a estabilizar rapidamente.

Grafico de la presion aumentando el Kp a 40

” | r |I1M‘ ‘i\bi
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Figura 48: sefial con oscilaciones sostenidas con los picos, en Pc se puede observar uno de los periodos

de la seial.

Para obtener el Pc se midio el periodo entre picos de la sefial (Fig. 48), se obtuvo un
periodo promedio de 9.86 seg y un Kc de 40.

Los parametros Kp, Ki y Kd pueden calcularse de acuerdo a la siguiente tabla:

Tipo de controlador Kp Ki Kd
P 0,5 Kc 0 0
Pl 0,45 Kc 1/1,2 Pc 0

PID 0,6 Kc 0,5 Pc 0,125 Pc

Tabla 2: Valores descriptos por el método de Ziegler-Nichols para obtener los coeficientes del control a
partir de Kc y Pc [25].
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El control Pl (proporcional e integral) mostré6 una mayor estabilidad y tiempo de
respuesta que el control PID, al utilizar una misma sefial. Por lo tanto, los coeficientes
resultaron Kp=18 y Ki=8,21.

Posteriormente se ajustd el coeficiente integral Ki manualmente para obtener una
respuesta mas rapida en el control. Se utilizaron los parametros obtenidos previamente,

se aumento la constante Ki y se evaluo la respuesta al escalon (Fig. 49).

Para Ki=100 la sefial de presion medida no supera la sefal deseada (no hay “overshoot”)
y se obtuvo una respuesta que alcanza la sefial deseada en menos de 1 segundo.
Aumentando el parametro Ki la respuesta de la sefial se vuelve aln mas rapida, pero
aumenta la inestabilidad.
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Figura 49: Respuestas del control para diferentes valores de Ki de 10, 40, 100 y 200. La respuesta para
Ki=10 no tiene un tiempo de respuesta suficiente para obtener una fecuencia de 1Hz. Para la sefal con
Ki=200 se puede observar el efecto de overshoot.

Al verificar el funcionamiento en todo el rango de trabajo de la valvula, se observé que

el control tiene una respuesta variable, aunque siempre es rapida y estable (Fig. 50).
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Figura 50: Respuesta del control para los diferentes rangos presiones.
Célculo de error

Se evalué la respuesta del generador de sefiales de presién con el control a lazo cerrado
para diferentes sefiales (constante, senoidal y diente de sierra), frecuencias (de 0,1 a 1
Hz) y amplitudes (de 2 a 14 kPa). Se calcul6 el error absoluto y relativo para la sefial
constante. Para las sefiales de presién variables se calculé el error medio absoluto y

relativo.

Sefial constante

Se obtuvieron los siguientes errores aplicando una amplitud de 2 a 14 kPa:

Amplitud [kPa] 2 4 6 8 10|12 | 14

Error Absoluto [kPa]|0.20{0.14{0.19(0.23(0.28(0.32(0.37

Error Relativo [%] [1.43|1.00|1.36|1.64|2.00|2.29|2.64

Tabla 3: error maximo en kPa para cada amplitud, en presion, aplicada por debajo del sustrato.
Sefiales con forma senoideal, diente de sierra y cuadrada
Se realizaron mediciones para diferentes sefiales deseadas. Se vario el tipo de sefial

(senoideal, diente de sierra y cuadrada) cada una con 4 amplitudes (2kPa, 4kPa, 10kPa
y 14kPa) y 4 frecuencias (0.1Hz, 0.2Hz, 0.5Hz y 1Hz), (Fig. 51).
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Senales realizadas por el generador de presion
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Figura 51: Sefales realizadas por el generador de presion, se puede observar un seno, un diente de
sierra y una cuadrada. En los graficos se muestra la sefial seleccionada como referencia para el control
implementado y la medida por el sensor.

En el anexo Il se pueden observar los resultados del calculo de error medio para cada

forma de sefal.
Conclusion

Para una sefial de presidén constante se obtuvo siempre un error menor a 0,37 kPa, lo
que representa un 2,64% del rango de amplitud total. Para la sefial senoidal se obtuvo
un error relativo medio entre 3 y 25 %. Para la sefial de diente de sierra se obtuvo un
error relativo medio entre 2 y 11 %. Finalmente, para la sefial cuadrada se obtuvo un

error relativo medio entre 1y 14 %.

Para aplicar una deformacién a la membrana controlando la presion, es necesario
relacionar estas variables, en la siguiente seccién se describe el método implementado

para obtener esta relacion.
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IX. Medicidon de deformacidén de la membrana

Para cuantificar la deformacion de la membrana se implementé un programa de
procesamiento de imagenes en el entorno de programacion Matlab® que utiliza como
entrada dos imagenes de la superficie de la membrana a diferentes presiones, lo que

nos permitira calcular la relaciéon entre la presion y la deformacion.

Marcado de la membrana

Se marco la membrana con el objetivo de tener puntos detectables por el programa y
medir como varia la distancia entre estos puntos con la presion aplicada. Se grabaron
diferentes patrones en la superficie sobre la cual se curaban las membranas.
Posteriormente se agreg6 carbdn particulado, y se limpiaron con agua para sacar el

excedente (Fig. 52).
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Figura 52: Imagenes de la membrana marcada con diferentes patrones.

Se observaron dos fendmenos en las marcas realizadas, uno es el de traslacién y el
otro es el de deformacién (Fig. 53). Por ejemplo, podemos ver el caso de estas dos

imégenes de la membrana marcada:
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Figura 53: Esquema de los fenémenos que ocurren al estirar la membrana. a) Imagenes de la membrana
sin deformar, deformada y superpuestas, se marca una porciéon de la membrana que se observa en la
imagen b. b) Imagen de la porcion seleccionada de las dos imagenes superpuestas. ¢) Esquema de los
dos efectos detectados en la porcidon de la membrana mostrada en la imagen b.

Se calcul6 la deformacion como:
Ae _&r—&

%d = — = )
& &

AA Ar—Aj _ Agy Agy,

6)

Donde %d es el porcentaje de deformacién que se busca medir, A€ es la variacion

de longitud en una dimension, €; es la longitud inicial, £ es la longitud final, AA esla

variacion del &rea, A; es el area inicial y Af el area final.

Si se asume que &y = Ey=¢& la ecuacion 4y 5 queda:

AA  Ag?
A &

Se obtiene la siguiente relacion:

ond — |24
Yod = ®
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El programa mide las areas marcadas de la membrana sin deformar y deformada y al

superponerlas calcula la variacion porcentual entre ellas (Fig. 54).
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Figura 54: a) Imagen obtenida de la membrana marcada. b) Imagen obtenida por el programa realizado.
Se puede observar la superposicion de las areas de la membrana en reposo y aplicando presion, sobre
cada area se muestra el porcentaje de deformacion calculado.

Ademas, analiza la relacién entre deformacion y desplazamiento (Fig. 55).

Porcentaje de estiramiento segun posicion

Posicion en Y

=] [ = =

o =3 o = o
=] =] =] =] o

w
=1
=1

w
@
=]

400

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Posicion en X

Figura 55: imagen de la cuantificacion de la deformacion con flechas en rojo indicando los radios entre el

centro de las areas medidas y el centro de traslacion.

Independencia entre la deformacion y la traslacion

Se graficd la deformacion para cada punto en funcion de su posicion (Fig. 56). Se

observa cierta dispersion, pero no se observa ninguna correlacion.
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Figura 56: Gréfico de distancia con respecto al centro en funcién de la deformacion para dos presiones

aplicadas diferentes.

Relacion presion deformacion

Se analizo6 la variacién porcentual de las areas para diferentes presiones. Se obtuvo una

relacion lineal cuya pendiente permite convertir presion a deformacion y viceversa (Fig.

57). En conjunto con el generador de presion es posible utilizar esta pendiente para
reproducir la deformacion deseada controlando la presion.
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Presion vs deformacion
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Figura 57: Gréficos que relacionan la presion aplicada por debajo del sustrato con el porcentaje de
deformacion. Cada una de las curvas obtenidas corresponde a un ensayo de diferentes membranas.

Conclusion

Se comprobd que el fenbmeno de traslacion no se encuentra relacionado con la
deformacién medida en la membrana. Ademas, se validé el método para traducir presién
a deformacién al encontrar una relacion lineal entre estos dos pardmetros. Para contar
con un valor que relacione estos dos pardmetros es necesario obtener un mayor nimero

de mediciones con diferentes membranas.
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X. Comparativa de precios

Dispositivos comerciales

Se comparé el costo de adquisicién de dos dispositivos comercialmente disponibles,
similares, pero con diferentes capacidades, como se resume en la tabla 4.

) - o Cantidad | Direccion Uso en Costo
Dispositivo|Empresa| Aplicacion ) ; )
de cultivos|de la fuerza| microscopio [USD]

Fuerza de L
o Equiaxial o )
Flexcelldr | Flexcell | traccion (piel, 1 o Si $30,257.00
i uniaxial
musculo, etc)
Fuerza de
STB-100 | Strexcell | traccion (piel, 1 Uniaxial No $1,045.00

musculo, etc)

Tabla 4: Costos de los dispositivos comerciales, indicando modelo, empresa y capacidades.
En particular, el dispositivo Flexcelldr, de la empresa Flexcell, permite aplicar fuerzas
equiaxiales en un solo cultivo, por lo que se asemeja a las caracteristicas del dispositivo
desarrollado con el diferencial de ser montable en microscopio. Su elevado precio, se
debe a los componentes que utiliza, detallados en la tabla 5.

Componente Precio (USD)
FlexJr tension system (computadora, controlador, software) | $19,777.00
Bomba de vacio $4,980.00
Reservorio de presion $ 900.00
StageflexerJr device $2,500.00
Costo de envio $ 2,100.00
Costo de adquisicion $ 30,257.00
Consumibles Precio (USD)
Membrana de silicona (1 unidad) $23.00
Total costo variable (por unidad) $23.00

Tabla 5: Calculo de costos de adquisicion y uso del StageFlexer Jr.
El sistema con menores funcionalidades es el STB-100, de la empresa Strexcell, que
permite aplicar Gnicamente fuerzas uniaxiales estéticas de manera manual. Cuenta con
una minima cantidad de componentes, resultando en un costo de adquisicién de $
1,345.00 USD (Tabla 6).
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Componente Precio (USD)

Sistema STB-100 $ 1,045.00

Costo de envio $ 300.00

Costo de adquisicién $1,345.00

Tabla 6: Calculo de costos de adquisicion y uso del STB-100.
Calculo de costos del dispositivo desarrollado

Se realizé el célculo del costo del dispositivo desarrollado en este trabajo (Tabla 7). A

futuro se pueden implementar cambios en el hardware que modificarian estos costos.

Adquisicion del equipo
Precio
Componente (USD)
Placa de Arduino $21.86
Bomba de presion (costo + envio) $8.57
Valvula proporcional $90.00
Sensor $47.95
Fuente de alimentacion $4.51
Piezas (material) $5.64
Piezas (costo de mecanizacion) $63.47
Total COSTO FIJO $242.00
Consumibles
Membrana (1 unidad) $0.15
Tratamiento (NaOH) $0.30
Total COSTO VARIABLE (por unidad) | $0.45

Tabla 7: lista de componentes del dispositivo desarrollado con sus respectivos precios.
El dispositivo desarrollado tiene un costo de $242.00 USD con un costo variable de
$0.45 USD por membrana.
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XI. Discusioén

Publicaciones

El proyecto se presentd en formato poster en el congreso de la Sociedad Argentina de
Bioingenieria (SABI) en el aifio 2017, en el congreso anual de la facultad de farmacia y
bioquimica de la Universidad Nacional de Buenos Aires (UBA) y en el congreso de
Microelectrénica Aplicada de la UNSAM. Ademas, se publico en la revista del Instituto
de Ingenieria Electronica y Eléctrica de Latinoamérica (IEEE LatinAmerica).

Sustrato flexible

Se desarrollé una membrana flexible que funciona como sustrato celular biocompatible
con y sin tratamientos, para ser utilizado en las condiciones de esterilidad y asepsia que
requieren los cultivos de células. Es deformable de manera lineal hasta un 20% y cuenta
con un modulo eldstico en el rango del tejido biolégico blando. El método de produccion
permite adecuar la forma y grosor de la membrana, pero adn no es escalable y puede
haber variaciones entre membrana y membrana en el grosor, lo que afectaria la relacién

entre presion y deformacion.
Piezas del dispositivo

Las piezas disefiadas y mecanizadas resultaron con la capacidad de sostener el sustrato
flexible y generar una cdmara hermética que al aplicar vacio deforme al sustrato de
manera equiaxial. Ademas, permiten montar y desmontar la membrana de una manera
rapida y sencilla. Su material fue elegido de forma que puedan ser esterilizadas en

autoclave y usadas en un cuarto de cultivo celular.
Generador de sefiales de presion

El hardware elegido para el generador de presién permitié replicar diferentes sefiales de
presidn seleccionadas por el usuario, en la camara hermética debajo de la membrana.
Utiliza una fuente de alimentacion conectada a 220V CA y no es esterilizable en
autoclave ni utilizable en cuarto de cultivo. Para esto, la tubuladura permite separar el

generador fuera del cuarto de cultivo.
Firmware (lazo de control) e interfaz de usuario

Se programo el microcontrolador del dispositivo de forma que el usuario pueda ingresar
una sefial a través de un display y un teclado y esta sefial sea replicada por el generador
gracias al control a lazo cerrado implementado. Se trabaj6é con sefiales de presion en
un rango de amplitud entre 0 y 14 kPa con respecto a presion atmosférica. Se calcularon

los errores medios de las diferentes sefiales que replica el generador de sefiales de
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presion para evaluar su respuesta. El mismo tiene una respuesta maxima de 1Hz (1
ciclo por segundo). Para cuantificar la deformacidn es necesario convertir la presiéon a
deformacién, a partir de la pendiente de la relacién lineal obtenida. En el caso de querer
aumentar o reducir la presion o deformacién maxima se puede modificar el grosor de la

membrana y el area de la cAmara hermética para alterar esta relacion.
Medicion de la deformacion de la membrana

Se propuso un método de medicion de la deformacién a partir del procesamiento de
imagenes de la membrana. Se obtuvo una relacion lineal entre presion y deformacion,
sin embargo, se realizaron mediciones en pocas membranas. Aln resta estudiar la

variabilidad de esta pendiente en un mayor nimero de membranas.
Alcances del proyecto

Se desarrollaron y evaluaron las diferentes partes del dispositivo que en su conjunto
resultan en un sistema con la potencialidad de aplicar fuerzas controladas en cultivos
celulares a partir de la deformacién de un sustrato biocompatible. El dispositivo permite
aplicar fuerzas de deformacion equiaxiales con diferentes sefiales seleccionadas por el
usuario en un sustrato deformable hasta un 20%. Las piezas junto con la membrana
pueden ser utilizadas en el cuarto de cultivo celular y cuenta con un acople rapido que

permite la conexion con el generador de presion.

El dispositivo desarrollado tiene un menor costo en comparacién con el precio de venta
de los dispositivos disponibles en el mercado ($242.00 USD vs $1,345.00 USD a $
30,257.00 USD) y cuenta con las ventajas de su facil uso y puesta en marcha, menor
tamafio, no depender de una PC para su uso y no depender de una fuente externa de

aire comprimido.
Limitaciones del proyecto

Se obtuvo un método de medicion que relaciona la presion con la deformacion de
manera lineal y permite asegurar estar trabajando en el rango de deformaciéon deseada
(en la Fig. 57 se observa que para una presion de 10 kPa se obtiene una deformacion
del 18%, nuestro rango de trabajo es de 0 a 14 kPa, lo que significaria una deformacion
de aproximadamente 25% si esta relacion se mantiene lineal). Aun asi faltaria un mayor
ndamero de mediciones en membranas, para ello es conveniente trabajar en el escalado
del método de produccién de la membrana para que muestren un grosor y rigidez

repetibles.

Otra limitacion con la que cuenta el trabajo es que se cultivaron células en la membrana,

pero no con el resto de las piezas del dispositivo en funcionamiento. Es necesario
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evaluar el uso del dispositivo con células y verificar su viabilidad en el sistema

funcionando con todos sus componentes.
Tareas a futuro

Comprobar la adhesion celular

Seria importante realizar un ensayo que nos permita identificar si el coldgeno se
encuentra adherido y no depositado al sustrato, si esto ocurriera la fuerza de tension

aplicada sobre la membrana no se trasladaria al cultivo celular.

Esto se puede comprobar de diferentes maneras, en principio se podria obtener una
imagen con un microscopio SEM (Microscopio electrénico de barrido) para observar las
muestras y evaluar la interaccion entre la membrana, el colageno y las células. Asi
asegurar la correcta adhesion entre estos tres para que las fuerzas aplicadas a la

membrana se trasmitan a las células.

Evaluacion de la citotoxicidad

En este trabajo se evalud la citotoxicidad de manera indirecta con ensayos de
proliferacién. Dado que los resultados son prometedores, a futuro se deberian realizar
estudios que permitan evaluar la toxicidad, biocompatibilidad, adhesion y proliferacion

de la membrana utilizando el tratamiento con los resultados 6ptimos.

Medicion de fatiga del sustrato

Como mencionamos anteriormente al trabajar con presion y utilizar un factor de
conversion al porcentaje de deformacion no estamos midiendo la deformacion de
manera directa. Asumir que esta relacion se mantiene podria conllevar un error cuando
se realice un ensayo en el cual la membrana se someta a diferentes fuerzas ciclicas y
esto pueda alterar su modulo de Young. Se puede estudiar el comportamiento del
modulo realizando ensayos con las membranas utilizando un DMA. Aplicando fuerzas
de deformacion ciclicas se podria medir el comportamiento del médulo para diferentes
cantidades de ciclos, simulando los ensayos que se realizarian con el dispositivo y asi

comprobar si el médulo se mantiene o este se modifica.

Mejora del método de seleccién de parametros del control

El error de las sefiales de presién obtenidas con el generador varia segun la forma,
frecuencia y amplitud de la sefial. En este proyecto se trabajé con un control que utiliza

los mismos parametros (kp, ki, kd) para realizar todas las sefiales que se seleccionen.

A futuro se podria implementar un control que calcule estos parametros para adaptarlos
a las diferentes sefiales que seleccione el usuario. Adema4s, realizar un algoritmo que
permita determinar los parametros del control mejoraria también la seleccién de los

mismos en caso de que cambie la planta, en caso de que se modifique algunos de los
57



factores fisicos que pueden influir en el control (volumen de aire del circuito de presion,

etc.).

Evaluar otros materiales para las piezas del dispositivo

Utilizar un material metalico daria una mayor precision en la forma de las piezas que
trabajando con materiales plasticos.

La parte més importante y que deberia cumplir con un mecanizado més preciso es la
base sobre la cual se superpone la membrana y donde se cultivan las células, cualquier
deformacién en esta base modificaria la forma en la que se estira la membrana

trasladandolo al cultivo celular.

Implementar una interfaz de usuario que permita seleccionar diferentes formas de

sefal, amplitud y frecuencias

Aunqgue este dispositivo cumple con una interfaz que le permite al usuario seleccionar
diferentes sefiales, estas son limitadas. Se implementaron tres formas de sefal y se
evaluaron diferentes amplitudes y frecuencias para desarrollar el control empleado en

el generador de presion.

Esta interfaz puede estar dada por algun dispositivo mévil o se puede seguir trabajando

en un hardware que le permita al usuario ingresar la sefal.

Obtencion del parametro que relaciona la presién con la deformacién

Como se menciond anteriormente todavia falta trabajar en el método para traducir
presion a deformacion.

Seria ideal mejorar el método de analisis de imagenes para que nos permita trabajar
directamente con la deformacion y que el generador de presion realimente con la

medicion de deformacion, que es la cual nos interesa y con la cual queremos trabajar.

La obtencién de este parametro permitiria evaluar la performance del sistema y obtener
un célculo de error con respecto a la deformacion aplicada en la membrana,

posibilitando la comparacion del funcionamiento entre diferentes dispositivos.

Calculo de error

Para evaluar el error en el estiramiento que van a sufrir las células es necesario medir
la presiéon dentro de la camara la cual cambiara con respecto a la sefial que se midi6
(cerca del generador). Esta sefial se modificara por el volumen de aire entre el
generador y la camara donde se aplica la presiéon y dentro de la camara misma. A futuro

el error deberia calcularse en deformacién y no en presion.
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XIl. Conclusidon

Se desarrollé un dispositivo con la potencialidad de ser utilizado para aplicar fuerzas de
traccion controladas en cultivos celulares. El dispositivo cuenta con una membrana
biocompatible deformable de manera equiaxial a partir de la sefial seleccionada por el
usuario. No depende de una PC para su uso y las piezas junto con la membrana pueden
ser utilizadas en el cuarto de cultivo celular. Es, en comparacion con los dispositivos
comerciales, de facil uso, menor tamafio y complejidad. Se obtuvo ademdas una
disminucion en el costo del dispositivo en comparacién con los costos de adquisicién de

los dispositivos comerciales.
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Glosario

Biocompatible: capacidad de un material para actuar con una respuesta adecuada del

medio biologico en el cual sea utilizado.

Cambios conformacionales: cambios en la morfologia de una proteina que pueden

afectar a su comportamiento.

Cardiomiocitos: tipo celular cardiaco que se encuentra en el corazén y permite la

contraccion del mismo.

Células madre mesenquimales: son células madre que cuentan con la capacidad de

diferenciarse en diversos tipos de células.

Citotoxicidad: cualidad de algtin material para ser toxico frente al medio biolégico en el

que se encuentre.

Conversor ADC: conversor analdgico digital, conversor que traduce una sefial analdgica

a una sefal digital.

Diferenciacion celular: proceso por el cual las células cambian de un tipo celular a otro,

generalmente uno mas especializado.

Firmware: programa informético que establece la I6gica que controla los circuitos

electrénicos de un dispositivo.
Frecuencia de corte: frecuencia hasta la cual funciona un filtro de sefal.

Hardware: conjunto de elementos fisicos o materiales que constituyen una computadora

0 un sistema informéatico.

I2c: protocolo de comunicacion serial que define la trama de datos y las conexiones

fisicas para transferir bits entre 2 dispositivos digitales.

Interfaz de usuario: medio con el cual el usuario puede comunicarse con una maquina,

eguipo, computadora o dispositivo.

Microcontrolador: circuito integrado programable, capaz de ejecutar las Ordenes

grabadas en su memoria.

Modulo elastico: constante que relaciona la tensiébn medida con la deformacion aplicada

en un material.

Proliferacion: proceso por el cual una célula crece y se divide para producir dos células

hijas.
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Proteinas transmembrana: aquellas proteinas integrales de membrana que atraviesan
la bicapa lipidica de la membrana celular, una vez o varias. Conectan el medio interno
y externo de una célula.

Puerto UART: Transmisor-Receptor Asincrono Universal, el mismo permite la conexion
con otros dispositivos.

Sistema embebido: sistema de computacién integrado que permite realizar una o varias
tareas en tiempo real.

Solenoide: dispositivo fisico capaz de crear un campo magnético uniforme e intenso en
su interior, cuenta con la capacidad de mover o accionar piezas magnéticas.

Sustrato: componente no celular que proporciona un andamiaje fisico esencial para los

constituyentes celulares.
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Anexo |

Base equiaxial
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Anexo Il

Resultados para sefal senoidal

Frecuencia Amplitud 2 kPa]Amplitud 4 kPa| Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [Hz] [kPa] [kPa] kPa [kPa] kPa [kPa]
1 0.120 0.392 1.130 1.564
0.5 0.104 0.238 0.692 0.898
0.2 0.087 0.123 0.277 0.381
0.1 0.079 0.087 0.227 0.233
Tabla 8: Error absoluto medio de la sefial senoideal para cada frecuencia y amplitud.
Frecuencia Amplitud 2 Amplitud 4 Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [HZz] kPa [%)] kPa [%] kPa [%)] kPa [%]
1 25 25 24 24
0.5 15 15 15 15
0.2 7 7 6 7
0.1 5 4 3 3

Tabla 9: Error relativo medio de la sefial senoideal para cada frecuencia y amplitud.

Resultados para senal de diente de sierra

Frecuencia Amplitud 2 kPa]Amplitud 4 kPa| Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [HZz] [kPa] [kPa] kPa [kPa] kPa [kPa]
1 0.120 0.392 1.130 1.564
0.5 0.104 0.238 0.692 0.898
0.2 0.087 0.123 0.277 0.381
0.1 0.079 0.087 0.227 0.233
Tabla 10: Error absoluto medio de la sefial diente de sierra para cada frecuencia y amplitud.
Frecuencia Amplitud 2 Amplitud 4 Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [Hz] kPa [%] kPa [%] kPa [%] kPa [%]
1 6 10 11 11
0.5 5 6 7 6
0.2 4 3 3 3
0.1 4 2 2 2

Tabla 11: Error relativo medio de la sefial diente de sierra para cada frecuencia y amplitud.

Resultados para sefial cuadrada
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Frecuencia Amplitud 2 kPa|Amplitud 4 kPa| Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [Hz] [kPa] [kPa] kPa [kPa] kPa [kPa]
1 0.271 0.489 0.846 1.161
0.5 0.197 0.312 0.469 0.661
0.2 0.132 0.150 0.230 0.399
0.1 0.105 0.106 0.140 0.180
Tabla 12: Error absoluto medio de la sefial cuadrada para cada frecuencia y amplitud.
Frecuencia Amplitud 2 Amplitud 4 Amplitud 10 Amplitud 14
seleccionada [Hz] kPa [%] kPa [%] kPa [%] kPa [%]
1 14 12 8 8
0.5 10 8 5 5
0.2 7 4 2 3
0.1 5 3 1 1

Tabla 13: Error relativo medio de la sefial cuadrada para cada frecuencia y amplitud.
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