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Device for Cell Culture Under Variable
Mechanical Stress by Controlling Deformation
on its Substrate

L. Casal, C. Ruiz, and E. Hermida

Abstract—Mechanotransduction can enhance cell cultures when
its substrate is subjected to dynamic strain. This paper presents the
design and implementation of a device that applies variable
mechanical stress on a flexible biocompatible substrate. An
embedded system implements a closed-loop PID control that acts
on a proportional valve, which regulates the negative pressure in a
chamber, generated by a miniature vacuum pump. The top cover
of the chamber is a membrane that stretches according to the
generated vacuum and is used for cell culture. The elastic modulus
of the produced membrane was 260 kPa, similar to soft biological
tissue. The deformation of the membrane was quantified by image
processing and a linear pressure-deformation relationship was
achieved (r > 0.99). The controller was designed based on the
identified valve's dynamic and it allowed variable deformations on
the membrane with an amplitude of 20 % and a frequency of 2 Hz,
selected by the user. The implemented device is PC independent
and has a cost, size and weight almost two orders of magnitude
lower than a similar commercial version.

Index Terms—Flexible substrate, Mechanical tension, Stress,
strain, Deformation, Cell culture.

I. INTRODUCCION

N vivo, las células estan expuestas a distintos tipos de

esfuerzos  mecanicos (de  compresidon, traccion,
cizallamiento, etc.) que son determinantes en el
comportamiento celular, ya sea en la embriogénesis y la
fisiologia de los tejidos, asi como en diferentes enfermedades
[1, 2]. Recientemente se ha comenzado a reconocer la
necesidad de una mejor comprension de los esfuerzos
mecanicos sobre las moléculas individuales, tanto de forma
aislada como dentro de las células vivas [3], efecto
denominado mecanotransduccion. En este sentido, atn no esta
claro como la célula procesa toda esta informacion a escala
molecular y organiza una respuesta fisiologicamente relevante
en el contexto de la arquitectura multiescala de todo nuestro
cuerpo [4].

Este trabajo fue parcialmente financiado por la convocatoria INTERING
2015 a través de FUNINTEC bajo el proyecto titulado “Desarrollo de
dispositivo para el cultivo celular in vitro en entornos mecanicamente
activos”.

L. Casal (correo electronico: Icasal@unsam.edu.ar), C. Ruiz y E. Hermida
pertenecen al  Laboratorio de  Biomateriales, Biomecanica y
Bioinstrumentacion (LAB3BIO), UNSAM.

Hasta entonces, el estudio in vitro de las células se realizaba
en condiciones mecanicamente pasivas, sobre sustratos (por ¢j.
placas de Petri de vidrio) mucho mas rigidos que cualquier
matriz extracelular, limitando el comportamiento celular. Hoy
en dia, gracias a los avances tecnologicos y el trabajo
multidisciplinario en areas como la ingenieria de tejidos, es
posible  desarrollar  sustratos que reproduzcan las
caracteristicas mecanicas de la matriz extracelular y sirvan
como biorreactores para cultivar células en un entorno que
simule el mddulo eléstico y las fuerzas mecanicas de un tejido
particular [5].

En este sentido, existen sistemas que permiten cultivar
células sobre membranas flexibles y aplicar estimulos
mecanicos dinamicos, a partir de la deformacidon controlada
del sustrato [6-8]. Por ejemplo, uno de ellos se basa en el uso
de motores paso a paso que traccionan de los extremos del
sustrato. Estos dispositivos son comercializados por STREX
Cell Stretch System® [9, 10] y Menicon Life Science® [11],
ambos de Osaka, Japdon, y recientemente se presentd una
version de hardware abierto [7]. Por otro lado, la empresa
Flexcell Culture Systems® [12] (Hillsborough, USA)
comercializa un dispositivo que permite deformar al sustrato
aplicando vacio en una de sus caras, Fig. 1, [13, 14]. Por
ultimo, existe una variante en la cual un actuador lineal
desplaza verticalmente al sustrato flexible respecto a un
soporte exterior fijo [8, 15, 16], sin embargo no se
comercializa sino que se ha empleado en trabajos de
investigacion.

Todos estos dispositivos permiten aplicar deformacion
constante o variable, con diferentes formas de onda, una
frecuencia menor a 2 Hz y una amplitud de hasta 20 %, con la
posibilidad de observar el cultivo en un microscopio. Para
ello, se utilizan sistemas complejos (varios componentes y
accesorios adicionales), que requieren una PC (con software
propietario) y una fuente externa de vacio (-100 kPa con flujo
de 161 I/min) o dos motores, resultando en un gran peso
(10 kg) y tamafio (espacio de mesada mayor a 70x40cm?) [12].
Esto limita su uso en una estufa de cultivo o campana de flujo
laminar. Ademas, su precio supera los US$ 30.000.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un dispositivo que
permita aplicar una tension mecanica variable (con diferentes
formas de onda, frecuencia y amplitud) a un sustrato flexible y
biocompatible para el cultivo celular, logrando una reduccion
significativa en el tamafio, peso y costo respecto a las
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versiones comerciales mencionadas.

Se propone deformar una membrana a partir de la
generacion de vacio, similarmente a Flexcell Culture
Systems® (Fig. 1), de acuerdo con los valores deseados por el
usuario, sin necesidad de una PC. Para esto, se debe
implementar un sistema embebido con un control a lazo
cerrado que actie sobre una valvula proporcional. Ademas, es
necesario producir una membrana con un modulo elastico
similar a la matriz extracelular de tejidos humanos. Las
caracteristicas de la membrana y su soporte mecanico deben
permitir alcanzar una deformacioén similar a los dispositivos
comerciales mencionados, utilizando una bomba de vacio
miniatura, prescindiendo de una fuente externa de vacio de
alto flujo y consumo.
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Fig. 1. Método utilizado para aplicar una tension variable a células cultivadas
sobre un sustrato flexible, propuesto por Flexcell Culture Systems® e
implementado en el dispositivo desarrollado en este trabajo. A la izquierda se
muestra el esquema de una camara cuyo lado superior es una membrana
flexible, sobre la cual se siembran células con medio de cultivo; arriba, la
camara con presion atmosférica; abajo, la cdmara con vacio para deformar la
membrana; a la derecha, el detalle de la deformacion de las células.

II. MATERIALES Y METODOS

A. Componentes del Dispositivo

La Fig. 2 (a) muestra el diagrama en bloques del dispositivo
desarrollado cuyos componentes son:

- una camara hermética, formada por un soporte cilindrico
con una tapa superior en forma de anillo, que sujeta una
membrana flexible apta para cultivo celular.

- una pantalla y un teclado, como interfaz para que el
usuario consigne la forma de onda, su frecuencia y amplitud
de la deformacion de la membrana;

- un actuador que genera presion negativa en la camara, y
estd compuesto por una valvula proporcional, una bomba de
vacio miniatura y un sensor de presion;

- un sistema embebido en un microcontrolador
Atmega2560, que implementa un control cuyo objetivo es
generar una sefial de presion en la camara de acuerdo con la
deformacion consignada por el usuario.

El costo de los componentes no supera los US$ 160.
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Fig. 2. Diagrama en bloques (a) del dispositivo desarrollado (b). Para
deformar la membrana flexible donde se sembraran las células, se genera una
presion negativa dentro de la cdmara utilizando una bomba de vacio miniatura
y una valvula proporcional.

B. La Membrana y el Soporte Mecanico

La membrana, de 1 mm de espesor, fue producida
utilizando polidimetilsiloxano (PDMS), por su transparencia,
baja autofluorescencia, minima citotoxicidad y su flexibilidad
[7119].

Se determino el modulo elastico de la membrana y el rango
de comportamiento mecanico lineal realizando un ensayo de
traccion en un analizador mecanico dinamico (DMA QS800,
TA Instruments); las mediciones de tension vs deformacion se
repitieron para dos membranas.

El soporte (Fig. ) de la membrana fue fabricado utilizando
el material polioximetileno (Delrin®) debido a su alta rigidez,
bajo costo y alto punto de fusion (175° C), de forma que
pudiera ser esterilizado por calor.

Para determinar la deformacion de la membrana, sobre uno
de sus lados se grabo una cuadricula con cuadrados de 0.5 mm
de lado. Se desarrollé un programa que compara imagenes de
esta cuadricula obtenidas antes y después de generar vacio y
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cuantifica el porcentaje de deformacion a partir del
seguimiento de puntos representativos, Fig. .

Fig. 3. Soporte mecanico utilizado para sujetar la membrana flexible y lograr
una camara hermética que permita regular el vacio en su interior para estirar la
membrana.

0O puntos img original
+  puntos img deformada

Fig. 4. Determinacion de la deformacion de la membrana a partir del
procesamiento de imagenes de la cuadricula grabada sobre ella. Se muestra la
superposicion de dos imagenes obtenidas antes y después de generar una
presion en la camara de 6 kPa por debajo de la presion atmosférica. A partir
del seguimiento de los puntos representativos indicados, se determind una
deformacion de 4.5 %.

Con el objetivo de relacionar la deformacion (variable
deseada) con la presion en la camara (variable medida y
controlada), se midié la deformacion a distintos valores de
presion, desde 0 a -30 kPa relativa a la presion atmosférica, y
se realizé un ajuste lineal.

C. EIl Actuador

Los componentes del actuador implementado son:

- un sensor de presion absoluta de 5 a 115 kPa, con salida
analogica amplificadaentre 0 y 5 V;

- una bomba de vacio miniatura (compuesta por un motor
de corriente continua y un diafragma) controlada con tension y
corriente maximas de 6 V y 450 mA, respectivamente,
correspondiente a -46 kPa y 2 Ipm;

- una valvula proporcional normal cerrada (con un flujo de
31lpm para 20 kPa), controlada con tensién y corriente
maximas de 8 V y 220 mA, respectivamente, utilizando el
circuito de la Fig. 3.
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Fig. 3. Conversor de la sefial de voltaje PWM del microcontrolador a
corriente para controlar la valvula proporcional.

En la Fig. 4 se muestra el comportamiento estdtico no lineal
y con histéresis tanto para la valvula como para el compresor.
Esta respuesta debe ser linealizada por el control a lazo
cerrado implementado.
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Fig. 4. Presion absoluta medida dentro de la camara vs corriente en el
compresor (a) y la valvula (b). En ambos casos se graficd el comportamiento
estatico al aumentar y disminuir la corriente. El comportamiento no lineal con
histéresis debe ser linealizado con un control a lazo cerrado.
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D. Sistema Embebido

El sistema embebido en el microcontrolador realiza las
siguientes tareas en un tiempo de ejecucion de 20 ms. En
primer lugar, se calcula la sefial de presion deseada dentro de
la camara a partir de los pardmetros ingresados por el usuario
(deformacion maxima, minima, tipo de sefial y periodo) a
través del teclado. Estos parametros pueden ser modificados
en cualquier momento, incluso mientras se aplica una
deformacion en la membrana. La presion deseada se resta a la
presion medida dentro de la camara (digitalizada con 10 bits
de precision) para generar una sefial de error. Este error
ingresa a un control a lazo cerrado cuya salida es una sefial
PWM ("pulse width modulation") que se aplica a la valvula
proporcional, luego de ser convertida a corriente por el
circuito de la Fig. 3. Una segunda salida PWM actiia sobre la
bomba de vacio miniatura, cuya velocidad de respuesta es
lenta en comparacion con la véalvula. En consecuencia, se
implementd un "control de rango medio" [17], que consiste en
ajustar la corriente del compresor para que el control en la
valvula se mantenga dentro de su rango de regulacion, sin
saturar. Opcionalmente, una PC permite visualizar, almacenar
y procesar las sefiales de presion medida y deseada y las
corrientes aplicadas sobre la valvula y el compresor, mediante
una interfaz grafica de usuario desarrollada en Matlab.

E. Diserio del Control

La sefial PWM sobre la vélvula se calcula como la sefial de
control u que resulta del control C a lazo cerrado, Fig. 5. Se
eligi6 un control con estructura proporcional-integral-
diferencial (PID) paralela cuya ecuacion es:

Kd L 1
777‘+1/s(c r—y) ()

C(s)=Kp+(br=y)+ 21 (r= 1)+
donde s es la variable del dominio de la transformada de
Laplace; Kp, Ki y Kd son las ganancias proporcional, integral
y derivativa respetivamente; » es la sefial de referencia
(presion deseada); y es la sefial medida (presion en la camara),
que permite definir al error e = r - y; b y ¢ son los coeficientes
de pesado de la sefial de referencia de los términos
proporcional y derivativo respectivamente; 7f es el tiempo
caracteristico asociado a un filtro de primer orden en el
término derivativo.
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Fig. 5. Diagrama de bloques del control con realimentacién implementado.
La sefial de control u (sefial PWM sobre la valvula) es la entrada a la planta P
(dinamica del actuador), cuya salida es y (presion en la camara); la sefial de
referencia 7 (presion deseada) permite definir la sefial de error e =r—y, que
alimenta al control C.

El control C fue disefiado utilizando la funcion de
transferencia de lazo, definida como L = C-P, [17]. Entonces,
para calcular los parametros del control C, se especificaron L y
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P de la siguiente manera. En primer lugar se definio L a partir
de su frecuencia de cruce de ganancia fgc y el margen de fase
Pm. Se eligid fgc=4Hz (indicador de la velocidad de
respuesta) y Pm = 60° (indicador de la estabilidad).

En segundo lugar, se identificé la dindmica de la planta P
(correspondiente al actuador), cuya entrada es la sefial de
control u (sefial PWM sobre la valvula) y la salida es y
(presion medida en la camara). Para esto, se aplicé un tren de
9 pulsos cuadrados de 160 mA de amplitud y 1.2 s de duracioén
sobre la valvula para excitar al actuador, mientras se aumentd
la corriente sobre el compresor para variar la presion de
trabajo. Se utilizo el método de error de prediccion [18] para
ajustar la entrada y la salida del actuador a un modelo lineal.
Como la funcion de transferencia del modelo es desconocida,
se repitio el ajuste utilizando distintos modelos lineales,
variando la cantidad de parametros (1 a 3 polos, 0 a 1 cero,
con y sin retraso).

Por ultimo, se verifico el funcionamiento del control
implementado para diferentes tipos de sefales de presion:
constantes, escalones, rampas y senoidales, con una frecuencia
y amplitud desde O hasta 2 Hz y 20 %, respectivamente. Se
calculd el error (diferencia entre sefial medida y deseada)
cuadrético medio relativo al valor medido.

III. RESULTADOS

A. Caracterizacion de la Membrana

El ensayo de traccion de la membrana, Fig. 6, mostré un
comportamiento lineal hasta una deformacion del 20 %
(*>0.99) y un médulo elastico medio de 260 + 10 kPa. Este
valor se encuentra en el rango del tejido bioldgico blando [19].
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Fig. 6. Relacién tension-deformacion para dos muestras de membranas
ensayadas con un analizador mecanico dinamico. Se obtuvo un modulo
elastico similar al tejido bioldgico blando y se verifico su linealidad en el
rango de trabajo.

El programa desarrollado permiti6 determinar el porcentaje
de deformacion comparando dos imagenes superpuestas de la
cuadricula grabada sobre la membrana, obtenidas a diferentes
valores presion en la camara, tal como se ilustra en la Fig. .

En la Fig. 7 se grafico la deformacion de la membrana
(determinada a partir del procesamiento de la cuadricula) vs la
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presion en la camara (relativa al ambiente) y se obtuvo un
buen ajuste lineal, con » > 0.99. La pendiente de 0.59 %/kPa
fue utilizada para convertir la variable definida por el usuario
(deformacion) en la variable controlable (presion medida).
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Fig. 7. Correlacion lineal entre la deformacion de la membrana y la presion
en la camara relativa al ambiente. La pendiente fue utilizada para convertir la
variable definida por el usuario (deformacién) en la variable controlable
(presion).

Las dimensiones del soporte, el espesor de la membrana y
su modulo elastico permitieron alcanzar una deformacion del
20 % para una presion en la camara de 32 kPa por debajo de la
presion atmosférica, facilmente alcanzable por la bomba de
vacio miniatura utilizada.

B. Dinamica del Sistema y Respuesta del Control

El modelo que mejor ajustd a la dindmica del actuador al
excitar la valvula con un tren de pulsos, fue un sistema
subamortiguado de segundo orden con retraso y un cero
(5 parametros), jError! No se encuentra el origen de la
referencia., de acuerdo a los criterios de Akaike y bayesiano
[20]. Sin embargo, se optod por un modelo subamortiguado sin
retraso ni cero (3 parametros), que ofrece suficiente ajuste y
simpleza, cuya funcion de transferencia P(s) es:

IEEE LATIN AMERICA TRANSACTIONS, VOL. 18, NO. 8, AUGUST 2020

B K

_y(s) _
e 14+2-Z-Tw-s+(Tw-s)

u(s)

2)

donde s es la variable del dominio de la transformada de
Laplace, y es la sefial de presion en la camara, u es la sefial
PWM sobre la valvula, K es la ganancia proporcional del
sistema, Z el factor de amortiguamiento y 7w la constante de
tiempo del par de polos complejos conjugados. Los valores
obtenidos para estos parametros varian de acuerdo con la
presion de trabajo (Tabla I), determinada por la deformacion
deseada por el usuario y la relacion presion-deformacion de la
membrana. Para evitar esta no linealidad del sistema, se utilizo
el valor medio de los parametros del modelo para disefar el
control con el método mencionado.

TABLAI
PARAMETROS DEL MODELO DE LA DINAMICA DEL ACTUADOR
Valor
Parimetro . desvio . .
medio . min. max.
estandar
Kp . .
(kPa/mA) ganancia proporcional 89 29 55 133
Tw constante de tiempo del
(ms) par de polos complejos 70 47 23 123
conjugados
VA factor de
(adim.)  amortiguamiento 42 187 236769

Los valores obtenidos para los parametros del modelo subamortiguado
elegido, varian de acuerdo con la presion de trabajo, determinada por la
deformacion deseada por el usuario y la relacion presion-deformacion de la
membrana.

El control implementado linealiz6 la respuesta del actuador
y permitié generar sefiales de presion constantes, cuadradas,
triangulares o senoidales, Fig. 9, seleccionables por el usuario,
con un error cuadratico medio relativo menor al 5 %.

IV. DISCUSION

En este trabajo se detalla el desarrollo de un dispositivo que
permite generar una deformacién variable en un sustrato
flexible y biocompatible, apto para el cultivo celular.
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Fig. 8. Senal de presion absoluta medida (puntos negros) dentro de la camara, utilizada para la identificacion de la dinamica del actuador. Esta respuesta se
obtuvo al aplicar pulsos cuadrados sobre la valvula para excitar al actuador, mientras se aumento la corriente sobre el compresor para variar la presion de trabajo.
El modelo que mejor ajustd fue un sistema subamortiguado de segundo orden con retraso y un cero (5 parametros, linea continua azul). Sin embargo, para
disefiar el control se optd por un modelo subamortiguado sin retraso ni cero (3 parametros, linea discontinua roja), que ofrece suficiente ajuste y simpleza.
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Fig. 9. Sefiales medida (puntos negros) y deseada (linea azul) de presion
absoluta en la camara en funcion del tiempo. El control a lazo cerrado
compensoé el comportamiento no lineal de la valvula y el compresor y permitio
generar sefiales constantes, escalones, rampas y senoidales con una velocidad
y amplitud similares a los dispositivos comerciales.

En primer lugar, se decidi6 implementar el método
propuesto por Flexcell® (generacion de vacio) para aplicar
una deformacion al sustrato debido a que es el dispositivo mas
utilizado para esta aplicacion de acuerdo a la cantidad de
publicaciones.

En nuestro caso, los componentes electronicos utilizados
son de bajo costo y disponibles localmente mientras que el
soporte de la camara y la membrana fueron de disefio y
manufactura propios. De hecho, las dimensiones del soporte,
el espesor de la membrana y su modulo elastico permitieron
alcanzar una deformacion del 20 % utilizando una bomba de
vacio miniatura, lo que permite prescindir de una fuente
externa de vacio de alto flujo y consumo. Tampoco es
necesario una PC, ya que el sistema embebido desarrollado es
autonomo. Se logrd entonces un sistema que, comparado con
una version comercial similar [12], tiene menor tamafio (mas
de 70x40 cm? vs 9x15 cm?), peso total (10 kg vs 0.4 kg),
cantidad de componentes (22 vs 3) y costo (mas de
US$ 50.000 vs US$ 160). Esta menor complejidad facilita el
uso del dispositivo en una estufa de cultivo o campana de flujo
laminar.

Respecto a la membrana flexible producida, se obtuvo un
sustrato con un modulo eléstico similar a la matriz extracelular
del tejido biologico blando [19], de acuerdo al ensayo de
traccion, Fig. 6. Ademas, la relacion lineal que se observa en
la Fig. 7 entre la presion en la camara y la deformacion
(cuantificada con nuestro programa a partir de la cuadricula
grabada sobre la membrana, Fig. ) permitid convertir la
variable definida por el usuario (deformacion) en la variable
controlable (presion). La biocompatibilidad de la membrana se
determind conforme a la norma ISO10993-5 (viabilidad de
cultivo de fibroblastos) en un trabajo previo ain no publicado.

Por otro lado, la identificacion de la dinamica del actuador
(;Error! No se encuentra el origen de la referencia., modelo
subamortiguado de segundo orden, ec. 2, cuyos parametros
varian de acuerdo al punto de trabajo, Tabla I), permitid
disefiar un control PID que actua sobre la valvula. El control
fue disefiado especificando la frecuencia de cruce de ganancia
fgc (indicador de la velocidad de respuesta) y el margen de
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fase Pm (indicador de la estabilidad) de la funcion de
transferencia de lazo L [17]. El control implementado
compensd el comportamiento no lineal de la valvula y el
compresor, Fig. 4, y permitié generar seiales de presion, Fig.
9, con amplitud y velocidad en el mismo rango que los
dispositivos comerciales similares [9-12].

El dispositivo similar comercializado por Flexcell® calcula
la deformacion de la membrana a partir de tablas que
relacionan este valor con la presion dentro de la camara.
Determinaron esta relacion a partir del procesamiento de
imagenes de marcas sobre la membrana, que resulto no lineal
[21], sin embargo no se informd ningn analisis estadistico.
Incluso un grupo de investigadores reporto diferencias entre la
deformacion informada por el dispositivo y el valor medido
por ellos [22]. En nuestro caso, utilizamos el mismo método
para determinar la deformacién e incluso obtuvimos una
relacion lineal tanto en el ensayo mecanico como en la
relacion presion-deformacion. En este trabajo no solo se
presenta mayor informacion respecto al funcionamiento del
dispositivo, sino que también resulta alentadora para avanzar
con una version comercial que permita reemplazar al
dispositivo ofrecido por Flexcell®.

Se deben reconocer ciertas limitaciones. Por un lado, resta
evaluar la reproducibilidad del proceso de produccion de
membranas. Por otro lado, es necesario incluir codigos de
error en caso de no lograr la deformacion elegida.

Como trabajo futuro, se utilizara el dispositivo desarrollado
para el crecimiento de cultivos celulares sometidos a ciclos de
deformacion de la membrana y se comparardn los resultados
con la bibliografia. Una potencial aplicacion es el cultivo de
bioimpresiones 3D sobre este sustrato con tensidn mecénica
variable. Posteriormente, se analizard la patentabilidad y
viabilidad comercial del desarrollo.

Como conclusion, se desarrolld un dispositivo para el
cultivo celular en un sustrato flexible, cuya deformacion,
estatica o dinamica, es seleccionable por el usuario. Su costo,
tamaflo y peso son considerablemente menores que las
versiones comerciales.

APENDICE

Se encuentra disponible un video del dispositivo en
funcionamiento en https://youtu.be/XtFPMgHwrzo.
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