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Resumen

La busqueda de alternativas para tratamientos al cancer que puedan ser de bajo costo, me-
nos invasivos y con menores efectos secundarios, sigue siendo un tema de continuo interés.
El estudio de un sistema combinado de campos eléctricos de bajo voltaje con nanomateria-
les, estos dltimos actuando como nanovectores, en el tratamiento de cancer ha mostrado
resultados prometedores. En este trabajo se presenta el disefio, simulacién y construcciéon
de un equipo estimulador eléctrico tipo capacitivo de bajo voltaje para estimular células tipo
fibrobastos normales y tipo melanoma combinadas con nanoparticulas de oro. El equipo
permite variacion en voltaje, frecuencia, intensidad de corriente, forma de onda y ciclo

de dureza. El disefio fue realizado en la plataforma Arduino Due, llevado a Eagle para el
desarrollo PCB y con visualizacién en pantalla LCD. El generador construido es finalmente
conectado a un par de placas paralelas encargadas del campo eléctrico que sera inducido. De
las variables entregadas por el equipo se encontraron exactitudes inferiores al 1,5% lo que
garantiza el cumplimiento técnico del equipo en las variables necesarias.

Palabras clave: Estimulacidn eléctrica, Desarrollo de equipos, Estimulacion capacitiva

Design and construction capacitive
electric field equipment for cell
stimulation

Abstract

The searching of options for cancer treatments at low cost, less invasive and with minor side
effects is still an interest matter. The study of a combined system of low voltages electric
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fields with nanomaterials, the latter working as nanovectors, in the cancer treatment has
shown promising results. This work presents the design, simulation and construction of an
electrical stimulator equipment capacitive type of low voltage for stimulation of healthy skin
cells and melanoma type combined with gold nanoparticles. The equipment allows to modify
voltage, frequency, current intensity, waveform and duty cycle. The design was performed

in Arduino DUE platform, then taken to Eagle to the PCB development and the visualization
on a LCD screen. The implemented generator is finally connected to a couple of parallel
plates which are in charge of the induced electric field. From the variables delivered by the
equipment, accuracies lower than 1.5% were found, this guarantees the technical fulfillment
of the equipment in the needed variables.

Keywords: Electric stimulation instrument, Development equipment, Capacitive stimulation.

1. Introduccion

El uso de nanoparticulas en tratamientos de cancer viene siendo ampliamente es-
tudiado en las ultimas décadas (Matsumura 1986; Maeda 2010; Lee 2014; Zhong 2014),
pero con dificultades relacionadas con el pobre efecto de permeabilidad y retencién
de las nanoparticulas hacia los espacios intracelulares (Pei-Chi 2016; Stylianopoulos
2013). Si las nanoparticulas funcionaran como nanovectores al interior de las células,
estas podrian llevar el reactivo antitumoral a los vasos sanguineos del tumor y posi-
blemente filtrarse al tejido tumoral a través del espacio intercelular entre las células
endoteliales (Lee 2014, Zhong 2014; Pei-Chi 2016; Stylianopoulos 2013; Sano 2013).

Por otra parte, la aplicacion de estimulos eléctricos fuertes ha mostrado ser
eficiente en el transporte de biomoléculas o nanoparticulas hasta las células (Marty
2006; Miklavci¢ 2012; Gehl 2003). La aplicacion de una fuerte estimulacion eléctrica
da como resultado un mayor potencial transmembrana que podria formar poros en la
membrana celular. Estos poros reversibles podrian durar un tiempo especifico, duran-
te el cual las células podrian repararse (Gintautas 1997) y las biomoléculas difundirse
o derivarse por la fuerte fuerza electroforética en la region objetivo (Pei-Chi 2016;
Lekner 2014; Neumann 1999).

La electroporacion por ejemplo, presenta una capacidad efectiva de transfeccion
en el tratamiento de varios tipos de tumores y es usado comtinmente en terapias
contra el cancer como la terapia génica y la electroquimioterapia dirigida (TEC) (Neu-
mann 1982; Titomirov 1991; Cemazar 2009; Camapana 2009; Gehl 2006; Satkauskas
2005). Su uso puede llegar a reducir la dosis de farmacos y los efectos secundarios ge-
nerados, y si ademas se piensa en la incorporaciéon de un nanovector (nanoparticulas
conductoras) podria superarse la limitacién de escasa solubilidad del agente antican-
cerigeno en soluciones acuosas. Sin embargo, la electroporacion efectiva generalmen-
te requiere altos voltajes, lo que podria resultar en una electroporacion irreversible y
ablacidn de tejidos (Pei-Chi 2016; Kasivisvanathan 2012; Esser 2007).

Si hablamos de nanomateriales que actiien como nanovectores, se piensa en
que estos sean conductores. Los nanotubos de carbono, por ejemplo, son capaces de
mejorar el campo eléctrico y crear regiones localizadas de alto campo (Saito 2010;
Kozinsky 2006), ademas estudios in vitro, que se basan en nanotubos de carbono,
han revelado que podrian amplificar el campo eléctrico externo, induciendo asi la
formacién de poros en la membrana celular (Raffa 2010; Shahini 2013; Wang 2015).
En el estudio realizado por Shahini et al., (2013) células fueron expuestas a campos
eléctricos dentro del chip de microfluidos incrustado con nanotubos de carbono, lo
que condujo a la fuga de los componentes intracelulares y solo un bajo voltaje fue
suficiente para la estimulacién eléctrica necesaria (Pei-Chi 2016, Shahini 2013).
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Pensando en una alternativa de estimulacidon por campos eléctricos de bajo vol-
taje que permita cambios a nivel celular sin presentar efectos irreversibles y conside-
rando que Shahini obtuvo resultados para bajos voltajes aplicados cuando conté con
nanovectores. En este estudio se plante¢ el disefio y construcciéon de un equipo de es-
timulacién eléctrica tipo acople capacitivo, cuyas caracteristicas técnicas cumplen con
generacidn de bajo voltaje y baja frecuencia y con placas paralelas como electrodos
encargados de inducir el campo eléctrico. El equipo se disefié y construyé para ser
utilizado como equipo estimulador de células cultivadas in vitro y que seran a la vez
estimuladas por nanoparticulas de oro (nanovectores). Las células seran ubicadas en
el area de campo homogéneo que debera garantizar el arreglo de los electrodos y el
equipo operara para diferentes voltajes (solo bajo voltaje), frecuencia y tipos de onda.

Para la construccidn del equipo se estudié inicialmente la gran variedad de for-
mas, tiempos de exposicion y técnicas de aplicacidn utilizadas en la estimulacién eléc-
trica. Dentro de los factores necesarios para definir las variables mas representativas
del equipo se tienen (Pamela 2010; Jankovic 2008; Balakatounis 2008): su efecto en el
organismo (electroquimicos, motores para los sistemas nervioso y muscular, mejoras
metabolicas, regeneracidn, entre otros); modos de aplicacion (pulsos, rafagas, frecuen-
cias fijas, etc.); frecuencia de aplicacion (bajas de 0-1 kHz, medias de 2 - 10 kHz y altas
desde 500 kHz hasta ionizantes) y tipo de estimulo (directo, inductivo o capacitivo).

Adicionalmente a los parametros, deben ser tenidas en cuenta las condiciones
de la sefial tales como la amplitud, que determina la intensidad de la estimulacion; el
ancho del puso, relacionada con contracciones o relajaciones (para regeneracién se ha
encontrado que un pulso mas ancho tiene mejor penetracion y que afecta los poten-
ciales de accidn); la frecuencia, que influye en contraccion o fatiga de los tejidos y la
forma de onda (cuadrada, sinusoidal, triangular) relacionada con la ionizacion celular
(Araujo 2015).

El equipo disefiado y construido en este trabajo, cuenta con variacion en voltaje,
frecuencia, intensidad de corriente, forma de onda y ciclo de dureza. El sistema ge-
nerador fue simulado en la plataforma Arduino due y llevado posteriormente a Eagle
donde se desarroll6 el PCB y la etapa de control. Los valores que aplica el equipo son
visualizados en una pantalla LCD y la tarjeta electrénica, acoplada a un dispositivo
Arduino Due encargada de la generacion de las cuatro formas de onda de la sefial.
Finalmente, el equipo generador se conecta a un par de placas paralelas que son las
encargadas de inducir el campo eléctrico en los cultivos celulares.

2. Materiales y métodos

Circuitos eléctricos

Las caracteristicas técnicas seleccionadas fueron: tipos de onda sinusoidal, cua-
drada, triangular y diente de sierra; amplitud de voltaje de 40 a 200 DC; corriente de
10 a 60 mA; frecuencia de 2 a 200 Hz y ciclo de dureza para la onda cuadrada de 20%,
50% y 75%.

Posteriormente, de acuerdo a las recomendaciones de Instrument & Brigitte
(2014), fueron realizados los calculos matematicos para alcanzar el voltaje y corriente
necesarios. Fueron determinados el elevador de voltaje tipo boost y el regulador de
corriente. Las ecuaciones utilizadas para los diferentes calculos son reportadas en la
tabla de resultados.

Inicialmente fueron calculadas la corriente del interruptor con la que se determi-
no el ciclo de trabajo D, la entrada minima de voltaje y las corrientes de conmutacion
maxima, maxima ripple de la bobina y suicheo. Con estos valores fue validado el valor
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de la bobina, que es un elemento fundamental para el disefio. Posteriormente fue
calculado también el valor del condensador de salida y finalmente el regulador de co-
rriente se establecié como un circuito compuesto por un amplificador operacional ope-
rando como inversor y un transistor, para una corriente maxima esperada de 60maA.

Interfaz de visualizacién por LCD
Plataforma Arduino Due

La plataforma estd compuesta por hardware y software y se basa en un micro-
controlador con entradas y salidas analégicas y digitales. La plataforma es abierta y
compatible con Windows, MacOS y Linux (santillan tovar & campos delgado, 2014).
Arduino cuenta con diferentes librerias y en este trabajo se utiliz6 la placa Arduino
Due para el generador de ondas. La placa cuenta con un microcontrolador de 32 bits,
entradas y salidas analégicas con resolucion de 12 bits y tasa de muestreo hasta 1000
ksps, los pines se enumeran de 0 - 53 y pueden ser utilizados como entradas o salidas
digitales. Todas las entradas/salidas trabajan a 3.3V y cada una puede soportar una
corriente de 3mA - 15 mA o recibir de 6 mA - 9 mA dependiendo del PIN. Estos pines
poseen una resistencia de pull-down desactivada por defecto de 100 K(2, ademas de
contar con otras funciones especificas.

Arduino Due tiene integrados dos botones “erase” y “reset” para borrar o reiniciar
un programa. Cuenta con dos puertos micro-USB “Programming” para programacion y
comunicaciéon y “Native” para conectar periféricos externos USB como mouse o tecla-
do (santillan tovar & campos delgado, 2014).

Finalmente, para la generacidon de las sefiales sinusoidal, triangular, diente de
sierra y cuadrada, se realizé el c6digo de programacidon con la tarjeta Arduino Due,
siendo modificado e integrado con los sistemas de elevacién de voltaje, regulador de
corriente y rango de frecuencias requeridos. La validacion se realiz6 comparando
los valores registrados en la pantalla LCD, con los observados en el osciloscopio de
referencia GDS-2062.

Electrodos

La dimensién del par de placas paralelas que fungen como nuestros electrodos
fue establecida para garantizar un area de campo eléctrico homogéneo donde son ubi-
cadas las células, siguiendo el procedimiento dado por la norma “IEEE Recommended
Practicefor Instrumentation: Specifications for Magnetic Flux Density and Electric Field
Strengthmeters - 10 Hz to 3 kHz”. Donde se especifica paso a paso las condiciones
geométricas que se deben cumplir. Asi, para garantizar un campo eléctrico homogé-
neo de 4cm x 4cm en medio de las placas, los electrodos paralelos fueron construidos
con una dimension de 40 cm x 40 cm y separados 20 cm.

El par de placas paralelas fueron simuladas en el programa computacién ANSYS
en el médulo Electromagnetims para observar el cuamplimiento del area homogénea
necesaria para la estimulacién celular.

3. Resultados

Los resultados obtenidos del disefio y construccion del equipo se enmarcan en
el desarrollo de las ecuaciones y validaciéon de medidas entregadas por el equipo y
registradas con un osciloscopio de referencia GDS-2062 y un multimetro de referencia
UT61C. La tabla a continuacién presenta las ecuaciones desarrolladas para el elevador
de voltaje y el regulador de corriente.

Revista EBA | https://doi.org/10.24050/reia.v17i34.1410
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TABLA 1. RESULTADOS DE LAS ECUACIONES PARA ELEVADOR DE VOLTAJEY REGULADOR

DE CORRIENTE

Ecuacién Resultado Ecuacién
Vinminx n 24v % 0.85 (1
D=l our D=1"500, — 0%
AiL = Vin minx D AiL = 24% 0.90 — 254 (2)
BT T sl = 20000 + 0.00022 ~ ~
AiL  lout max 25, 0060 _ (3)
Iswmax = — + ————— Iswmax = —+ ——=185A
2 1-D
Vin * (Vout — Vin) 24 % (200 — 24) 4)
= - L=—————"=215.5uH
AiL * fs x Vout 2.5 40000 * 200
Cout (mi _lout max * D Cout ( ,)_0.060*0.90_1347 (5)
out (min) = — =y out out (min) = 25500+ 0.01 ~ o+7W
2.8v + 470 = 60mA (6)
D: ciclo de trabajo; Vinmin: entrada minima de voltaje; n: eficiencia; vout: Voltaje de salida;
AiL: corriente méaxima ripple; Iswmax: corriente de suicheo; L: bobina; Cout. Condensador de
salida.

Circuito eléctrico
Elevador de voltaje tipo boost

La Figura 1 muestra el disefio del regulador de voltaje en el software Eagle, de
acuerdo a los valores calculados para los elementos del circuito. En el disefio fue con-
siderado un regulador de voltaje adicional de 12 V para lograr la excitaciéon del Mosfet.

Figura 1. Circuito Elevador de Voltaje en Software Eagle

Regulador de corriente

La Figura 2 muestra el circuito regulador de corriente dependiente de la resis-
tencia de carga, con una corriente maxima esperada de 60mA. El valor minimo que
puede tener la resistencia de carga se calcul6 en 471.

Universidad EIA / Rev.EIA.Univ.EIA
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Generacion de seriales y ciclo de dureza

Con los componentes que integran la fuente de corriente y voltaje, y definida la
libreria para obtener la generacion de sefiales a través de la placa Arduino DUE se
disen¢ la tarjeta electrdnica. La tarjeta en su primera fase obtiene la sefial de salida
de la tarjeta Arduino a través del puerto de salida DAC1 y posteriormente mediante la
implementacion de pulsadores permite seleccionar el tipo de onda requerido (senoi-
dal, triangular, cuadrada y diente de sierra); adicionalmente se puede seleccionar la
onda cuadrada en duttycycle.

Figura 2. Circuito regulador de corriente en Software Eagle

Fuente de corriente y voltaje

Posterior a los calculos y simulacién de las fuentes de corriente y voltaje, se dise-
6 el circuito electrdnico para acoplar la etapa digital con la etapa de potencia; el cual
garantiza las condiciones de corriente y voltaje requeridas para el disefio del disposi-
tivo (10 - 60 mA, 0 - 200Vdc ) también fue adicionada una interfaz de visualizacion
usando una pantalla LCD para monitorear en tiempo real el tipo de onda, frecuencia
de muestreo de la sefial, voltaje de la fuente, corriente de salida y voltaje de salida. La
Figura 3 muestra algunas de las partes que conforman el circuito.

Figura 3. A) PCB para generador de sefales, B) Generador de sefiales y muestra en oscilosco-
pio, C) elevador de voltaje y regulador de corriente con pantalla LCD.

Las Figuras 5 a 8 presenta las imagenes registradas por el osciloscopio y panta-
lla LCD para diferentes formas de onda, voltajes, frecuencias y ciclos de dureza

Revista EBA | https://doi.org/10.24050/reia.v17i34.1410
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Figura 5. Registro de onda cuadrada por A) osciloscopio, B) pantalla LCD

A
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Frecuencia=110Hz

F ia=111.1H
recuencia z Ciclo de trabajo= 25.59%

Ciclo de trabajo = 25%

Figura 6. Registro de onda sinusoidal por A) osciloscopio, B) pantalla LCD (Voltaje de carga =
34.64mA*3300Q =114.3Vdc)
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Frecuencia = 198Hz

Voltaje en la fuente = 192Vdc
Frecuencia =201.5Hz

Voltaje en la carga = 115Vdc

Figura 7. Registro de onda triangular por a) osciloscopio, b) pantalla LCD (Voltaje de carga =
34.64mA*3300Q2 =114.3Vdc)
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Figura 8. Registro de onda triangular por a) osciloscopio, b) pantalla LCD (Voltaje de carga =
34.64mA*3300Q =114.3Vdc)

F:198Hz D:6
I:34.64MmA U197,

Frecuencia = 198Hz
Voltaje en la fuente= 192Vdc

Frecuencia = 200.7Hz
Voltaje en la carga= 48.5Vdc

Electrodos

La Figura 9 muestra los resultados de la simulacién en Ansys del comportamien-
to del campo eléctrico del arreglo. La Figura 9A muestra la distribucién del campo
eléctrico en cada electrodo, donde uno de los electrodos se encuentra con potencial
cero (azul) y en el otro se distribuye el campo eléctrico en Voltios/metro. La Figura
9B presenta el arreglo de los electrodos con una pequeifia caja entre ellos, que repre-
senta una caja Falcom de cultivo celular y se visualiza también un plano de corte a la
altura de la caja Falcom sobre la que se quiere observar el comportamiento del campo
eléctrico. La Figura 9C presenta en el eje vertical el campo eléctrico vs la distancia a
lo largo del plano de corte (eje horizontal) para una linea ubicada justo en centro de
las placas y del plano de corte.

Figura 9. A) Distribucion del campo eléctrico en las placas paralelas; B) Plano de corte en
medio de las placas paralelas para visualizar el campo eléctrico; C) Campo eléctrico vs distan-
cia alo largo del plano de corte.

ORATE08
8 0

Campo eléctrico (V/m)

[ .08 .16 .24 .32 .4
12 %] .28 .36
Distancia (m)
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La Figura 10 muestra la caja de cultivo celular ubicada en medio de los electro-
dos a la altura de campo eléctrico homogéneo y el arreglo de los electrodos acoplados
al equipo generador de la sefial.

Figura 10. A) Caja de cultivo celular ubicada en medio de los electrodos generadores de
campo eléctrico; B) Arreglo de los electrodos acoplados al equipo generador de la sefal.

4. Discusion

El dispositivo arroja un promedio de error general respecto a la medida real de
1.51%, encontrando la mayor exactitud en la corriente (error inferior al 1%) garan-
tizando la necesidad del circuito para una de las magnitudes mas importantes en el
proceso de aplicacién de la estimulacion.

Por otro lado, se encontré que para las frecuencias mas bajas el valor de la
corriente en la carga fue la magnitud que presento mas variaciones, esto debido a las
altas tolerancias que manejan las resistencias.

Por su parte, se logr6 simular el arreglo de placas paralelas encargadas de
generar el campo eléctrico a la altura sobre la que estara ubicada la caja Falcom con
el contenido celular. De la Figura 9 C se observan los valores de campo eléctrico
inducido en el plano central de las placas (donde deberan ser ubicada las células). La
grafica presenta un aplanamiento en la curva de campo eléctrico para la distancia de
16 cm a 24 cm (8 cm). Contando que las placas son cuadradas, se garantiza un area de
campo eléctrico homogéneo de 8cm x 8cm en la que deberan ir ubicadas las células
cultivadas in vitro.

5. Conclusiones

Se disen6 e implementé un dispositivo de estimulacién eléctrica para ser utili-
zado como estimulador por campo eléctrico inducido, sobre células de piel sanas 'y
tipo melanoma cultivadas in vitro que seran combinadas con nanoparticulas de oro.
Las caracteristicas técnicas del equipo permiten la seleccion de tipo de onda entre
sinodal, cuadrada, triangular y diente sierra monofasica pulsada con rango de voltaje
entre 40 - 200 VDC, una corriente entre 10 - 60 mA y frecuencia de 0 - 200 Hz y ciclo
de dureza entre 0, 25, 50, 75 y 100 % a partir de una tarjeta Arduino DUE haciéndo-
lo méas portable y de bajo costo. La simulacién del circuito electrénico se realizé el
programa Circuit Maker® y la simulacién del campo eléctrico a ser aplicado a partir
de las placas paralelas, fue realizado en el programa Ansys®. Los resultados de las
sefiales obtenidas cumplen con los requerimientos planteados.
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