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Resumen— La galvanotaxis es un fenomeno bioldgico donde
las células migran en presencia de campos eléctricos y los motivos
por los que migra, aun siguen siendo desconocidos. Por esta razon,
se desarroll6 un sistema para generar sefiales eléctricas que puedan
ser aplicados sobre un cultivo de microorganismos en medio
semisolido. El sistema incluyo una interfaz grafica de usuario o GUI
que simplifico el ajuste de los parametros de operacion del generador
de sefiales para inducir una migracion celular controlada y la
comunicacion con un dispositivo de adquisicion de imagenes para
un posterior registro de la variacion en la distribucion de las células
sobre el medio. En las pruebas del sistema electronico de generacion
de sefales se determind que las sefiales generadas tuvieron un error
medio cuadratico menor al 12% en el 80% de los casos evaluados.
El sistema de cultivo asegur la interfaz necesaria entre el generador
electronico por contacto directo (mediante electrodos de acero
inoxidable) con el sistema de cultivo. En la segunda parte de este
trabajo se establece un método para analizar cuantitativamente la
migracion de células de Escherichia coli.

Palabras clave—Campo eléctrico, Galvanotaxis, Migracion
celular, Generadores de sefiales digitalmente controlados,
Interfaz grafica de usuario.

I. INTRODUCCION

A inicios de 2017, en México, se necesitaban 20,388
trasplantes, de los cuales, segun datos del Centro Nacional de
Trasplantes se resolvieron 7,128, lo que corresponde al
34.96% del total necesario [1]. Como respuesta ante esta
problematica, se han desarrollado alternativas centradas en la
regeneracion de tejidos utilizando terapias celulares, sin
necesidad de depender de un donante [2].

La ingenieria de tejidos ha buscado desarrollar
estructuras tisulares que tengan la forma del o6rgano a
sustituir. Una de las soluciones al problema de reproducir
adecuadamente la forma de un tejido, en cuanto a
direccionamiento de células in vitro, es la galvanotaxis [3].
La galvanotaxis se define como la migracion direccionada de
células, a partir de la interaccion de un organismo vivo con
estimulos eléctricos [4]. La migracién celular varia de
acuerdo con el tipo de campo eléctrico aplicado sobre el
cultivo de un mismo tipo de células. Hasta el momento, las
moléculas que sirven como “sensores”, seflalizadores o
ligandos para los campos eléctricos débiles siguen siendo
desconocidas [5].

Debido a la importancia en el ambito de las ciencias
biomédicas que la galvanotaxis tendria en el desarrollo de
organos artificiales, el estudio del fendémeno galvanotéctico
aplicado a la ingenieria de tejidos, como técnica para
controlar la migracion celular, requiere a la par de la creacion
de tecnologia que pueda generar las sefiales adecuadas para

inducir la migracion celular controlada para lograr la
formacion especifica de estructuras celulares.

La contribucién de este trabajo al area de la galvanotaxis
fue disefiar y construir un dispositivo galvanotactico que,
mediante el desarrollo de una interfaz grafica, permita
generar sefiales eléctricas arbitrarias y preestablecidas, asi
como la asignacion de la direccion en la que va a circular la
corriente a través de un sistema de cultivo. El dispositivo
generador de sefiales tiene que acompaifiarse de un sistema
optico que registre la migracion celular por medio de un
procesamiento y analisis de imagenes digitales, con el fin de
comprobar el fendmeno de la migracién inducida.

II. METODOLOGIA

Para el desarrollo del proyecto se propusieron cuatro

etapas principales, las cuales se resumen en la Fig 1.
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Fig 1. Proceso de desarrollo del sistema de galvanotaxis propuesto.

1) Interfaz Grdfica de Usuario (GUI): Se desarrolld un
generador de sefales, capaz de emitir formas de onda basadas
en la eleccion del usuario, de manera que este pudiera
seleccionar una forma preestablecida, o bien, disefarla
totalmente de forma libre, mediante barras de desplazamiento
manual o sliders. El dispositivo se disefid para proporcionar
al usuario la facultad de asignar los valores de frecuencia y
amplitud a la sefial, asi como la direcciéon de la corriente.

2) Circuito electronico: El dispositivo electronico fue
capaz de traducir la informacion digital, mandada desde la
GUI, a una seiial alterna con los parametros de frecuencia,
amplitud y forma, ya antes programados. Para ello, se utilizo
un microcontrolador Arduino® Leonardo, que procesa los
datos y un circuito acondicionador de sefiales analdgicas para
regular el offset y la amplitud final de la sefial. El circuito
acondicionador contempla las siguientes etapas: 1) filtro
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pasabajas, 2) cambiador de nivel, 3) demultiplexor y 4)
relevadores de estado solido.

3) Sistema optico Con la finalidad de detectar la
direccion de migracion de las células, se propuso el uso de un
sistema optico basado en una camara digital de alta resolucion
marca y modelo HD Logitech Pro C910 [6]. Las
caracteristicas de la camara son: resolucion de video 1080p a
16:9, campo visual diagonal (DFOV) 78°, distancia focal 4.3
mm y distancia del lente al sistema de cultivo variable
(usando 8 cm). Esta camara permite la adquisicion de
imagenes con suficiente resolucion para que, posteriormente,
puedan ser procesadas en la GUI y almacenadas de acuerdo
con el algoritmo propuesto en la Fig 2.

Previsualizacion

Datos asignados por el usuario en la GUI

i ( Tiempo de Tiempo de Nombre de ) !
1 _expenmenta muestreo archivo !

Captura de
imagen

Procesamiento

| Almacenamiento

Fig 2. Proceso de adquisicion de imagenes.

4) Sistema de cultivo: La construccion del sistema de
cultivo consistié en disefiar un medio nutritivo que permitio
tanto el crecimiento como la migracion celular y el ingreso de
electrodos de acero inoxidable proveniente del exterior hacia
el medio de cultivo, a través de la cual se conduce el estimulo
eléctrico producido por el generador de sefiales. El disefio
propuesto consiste en una base y una tapa (de manera similar
al cultivo realizado en cajas Petri), que tiene cuatro puertos
de entrada para realizar las conexiones de los electrodos con
el generador eléctrico (Fig. 3).

Entrada Entrada
electrodo 1 electrodo 2

Referencia

(Tierra) Entrada

electrodo 3

Fig 3. Representacion de matriz de electrodos sobre recipiente de cultivo.

III. RESULTADOS
A. Generador de sefiales
En la GUI, el generador de funciones (Fig.4) representa
la zona destinada para la programacion de los parametros de
la sefial eléctrica en el cual se pueden programar la 1) forma
de onda (senoidal, cuadrada, sierra y rampa), 2) frecuencia (1
—200 Hz) y 3) amplitud (1 — 20 Vpp).

Los rangos de frecuencia y voltaje se propusieron con
base en los dispositivos desarrollados y evaluados
previamente y que tienen objetivos similares [7], [8]. En la
Fig 4 se muestra como se programa una sefial arbitraria, su
amplitud y frecuencia desde la GUI.
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Fig 4. Programacion del generador de una sefal arbitraria mediante sliders.

B. Seleccion del electrodo

La GUI tiene una secciébn que permite realizar la
seleccion de los electrodos empleados para aplicar la sefial
eléctrica. Esta seleccion permite al usuario controlar la
direccion preferencial de la corriente eléctrica aplicada en el
medio de cultivo. Estos electrodos se trasladan hacia el
interior del sistema de cultivo y son los encargados de
transferir la corriente eléctrica que induce la migracion
celular.

Los electrodos estan hechos de acero inoxidable y tiene
forma de alambre con un didmetro de 0.2 mm. La eleccion de
materiales para los electrodos se realizd de manera que, la
corriente que circule por los mismos durante el envio de los
estimulos, no afecte la composicion fisicoquimica del medio
0 que pueda generar ambientes toxicos para el crecimiento
(Fig. 5).

C. Sistema optico

El registro de la migracion celular se realiz6 mediante un
sistema Optico y se halla delimitado con color verde en la Fig
5. El sistema incluy¢ los elementos de programacion gréafica
que admite la adquisicion, almacenamiento y procesamiento
de la imagen del medio de cultivo semisolido.

D. Circuito electronico

El circuito electronico recibe la informacion desde la
GUI, proceso el conjunto de datos y genera la sefial, de forma
que se aplique el campo eléctrico sobre el sistema de cultivo.
Se realizaron pruebas de funcionamiento al generador de
sefiales, comparando los parametros de amplitud, frecuencia
y forma de onda entre las sefiales de salida y las programadas
a través de la GUI desarrollada en MatLab®.
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Fig 5. Interfaz grafica de usuario para dispositivo galvanotactico. La forma de onda puede ser tanto predeterminada como disefiada por el usuario (mediante
sliders). (Recuadro rojo). Se colocaron diez sliders (que representan puntos en una grafica), los cuales se interpolaron de tal manera que se genera una
funcion continua. A cada sefial se le asigna frecuencia y amplitud. Este sistema se disefié de tal modo que permitiera la seleccion de dos electrodos diferentes
(4nodo y catodo), indicando el sentido de la corriente. (Recuadro azul). En el GUI se puede inicializar la captura de fotos con el boton “Preview”,
posteriormente se introduce el tiempo del experimento y el lapso de fotos para ser almacenadas y procesadas. (Recuadro verde)..

E. Sistema de cultivo

El recipiente de cultivo estd disefiado para la
estimulacion por contacto directo con electrodos de acero
inoxidable (Fig 6). Los puertos afiadidos en la tapa
proporcionaron las entradas para los electrodos y una
comunicacion directa con el circuito externo para la inyeccion
de la corriente eléctrica sobre el medio de cultivo.

Electrodos =

Fig 6. Sistema de cultivo con matriz de electrodos en el medio semisolido.

IV. DISCUSION

A. Generador y circuito electronico

Se realizaron pruebas de funcionamiento al generador de
sefales, comparando los parametros de amplitud, frecuencia
y forma de onda entre las sefiales de salida y las programadas
a través de la GUI desarrollada en MatLab®. Para esta parte
de la evaluacion, se utilizd un osciloscopio Agilent
Technologies®, modelo DSOX2002A (Fig 7).

Para verificar cuantitativamente que la sefial generada
por el circuito se aproxima a la sefial programada, se calcul6
el error medio cuadratico obtenido entre ambas sefiales. Este

error se calculd en cada una de las sefales programables
desde la GUI, a partir de la ecuacion (1):
n

AP
e = ,—l;(yi S0k M

Donde,y; = Sefial programada, y; = Sefial real muestreada y
n = Numero de muestras. Para realizar evaluaciones mas
especificas, las formas de onda se programaron a una
frecuencia de 50 Hz y con una amplitud de 2.5 Volts. Estas
se muestrearon a una frecuencia de 200 Hz con el
microcontrolador Arduino® Leonardo y se analizaron en
MatLab®. En la Fig 8 se observa un ejemplo de una sefial
senoidal programada desde la interfaz comparada con la sefial
real y el error acumulado.

Fig 7. Medicion con osciloscopio de la sefial programada desde la GUL

La Tabla 1 muestra un resumen de las formas de sefial
que se evaluaron considerando las programas en la interfaz.
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El valor medio cuadratico caracterizd la exactitud del
generador de sefales. Notese que en un solo caso se obtuvo
en error superior al 10%, el cual se presentd por las
variaciones abruptas de la sefial programada (forma

cuadrada).
Tabla 1. PORCENTAJES DE ERROR DE SENALES AJUSTADAS EN LA GUIL.

Seiial Porcentaje de error
Senoidal 1.36 %

Rampa 7.05 %
Triangular 0.84 %
Cuadrada 11.48 %
Arbitraria 8.49 %
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Fig 8. Comparacion entre una sefial senoidal programada y
la real obtenida del dispositivo galvanotactico (arriba).

Medicion del error acumulado (abajo).

En la Fig 9 se muestran los tres componentes principales
que forman el dispositivo galvanotactico completo. El circulo
azul sefala el dispositivo electronico generador y
acondicionador de sefiales. El sistema de cultivo delimitado
por el circulo verde y, para registrar la migracion celular, se
tiene una cdmara de alta resolucién, que se comunica a la
GUIDE, en la parte inferior al sistema de cultivo (circulo
rojo). El sistema de adquisicion de imagenes se construyd
para su posterior evaluacion de la migracion de células
cultivadas.

- = =y

Fig 9. Montaje completo de dispositivo galvanotactico.

V. CONCLUSION
En este trabajo se concretd la construccion de un

dispositivo electronico generador de sefiales con una GUI
amigable al usuario para ser implementado en el estudio del
fendémeno galvanotactico. Se desarrolld un generador de
funciones alternas con parametros de forma de onda,
frecuencia y amplitud personalizables desde una GUI. Se
demostro, que el generador fue capaz de construir las sefiales
programadas con un error medio cuadratico por debajo del
10% en el 80% de los casos evaluados. Esta evaluacion se
realizd de forma independiente al sistema de generacion, lo
que asegura la objetividad del estudio de validacion. La
construccion del sistema de cultivo permitid el ingreso de los
electrodos, provenientes del circuito electronico, al interior
del recipiente de cultivo. El andlisis de todo el sistema
demostr6 su viabilidad para realizar experimentos de
migracion celular, los cudles se desarrollan en la segunda
parte de este trabajo.
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