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Abstract

Electrical stimulation (ES) has a significant impact on tissue engineering (TE), where
it is utilized to enhance cell proliferation, differentiation, and tissue growth. Despite its
widespread use, the exact mechanisms of how ES affects cells and tissues are still not completely
understood. Moreover, commercial stimulators can be expensive and lack transparency in
design and operation. This thesis presents the development of a low-cost (794 €) and open-
source stimulator that employs capacitive coupling (CC) as the method of stimulation delivery.
The stimulator features multiple identical outputs, a user-friendly graphical user interface
(GUI), and was designed using only open-source hardware and software components, making
it easy to modify, repair, and replicate. It is based on the AD9833 integrated circuit, a signal
generator, which enables the creation of electric fields applied to deliver ES to the culture
medium via electrodes.

The stimulator demonstrated remarkable capability in generating consistent sine waves
as the stimulation pattern over an extended duration, offering independent control over both
frequency and amplitude. The findings revealed its potential to establish electric fields (EF)
within the culture medium up to (1.3286 £ 0.0920) V/m, while the stimulator exhibited a
calculated bandwidth of ~ 34 kHz.

The work developed demonstrates the feasibility of developing an accessible and affordable
tool for TE research through the creation of a low-cost and open-source electrical stimulator.
The open-source nature of the device promotes transparency and collaboration in the field,
making it easier for researchers to customize and improve the stimulator to meet their specific
needs. Additionally, by enabling scanning studies in the frequency and amplitude of the
electric field, this stimulator will play a crucial role in advancing the field of TE, as it provides
a mean of mapping the causal effects of ES on tissues.

Keywords: Tissue engineering, Electrical Stimulation, Mesenchymal Stem Cells, Capaci-
tive Coupling, Open-source, Low-cost, Bioreactors, Modelling, Biophyisics
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Resumo

A estimulacao elétrica (Electrical Stimulation, ES) tem um impacto significativo na engenharia
de tecidos (Tissue Engineering, TE), onde é utilizada para melhorar a proliferacdo celular,
diferenciagdo e crescimento de tecidos. Apesar de seu uso generalizado, os mecanismos exatos
de como a ES afeta células e tecidos ainda ndo sdo completamente compreendidos. Além disso,
estimuladores comerciais tendem a ser dispendiosos e carecer de transparéncia relativamente
ao seu design e operagdo. Esta dissertagdo apresenta o desenvolvimento de um estimulador de
baixo custo(794 €) e open-source que utiliza acoplamento capacitivo (Capacitive Coupling, CC)
como método de entrega da estimulagdo. O estimulador possui multiplas saidas idénticas, uma
GUI amigavel, e foi projetado utilizando apenas hardware e software open-source, o que torna
possivel a sua modificagdo, reparacdo e replicagdo de forma extremamente simples. Todo o
projeto parte de um gerador de sinais que tem por base o circuito integrado AD9833, e permite
a aplicagdo de ES ao meio de cultura através de campos elétricos criados via elétrodos.

O estimulador demonstrou elevada capacidade de gerar ondas sinusoidais consistentes
como base do padrao de estimulagdo ao longo de periodos temporais alargados, oferecendo
controlo de forma independente das varidveis frequéncia e amplitude. Os resultados obtidos
revelam a possibilidade de obter campos elétricos (Electric Fields, EF) no meio de cultura com
intensidades de até (1.3286 = 0.0920) V /m, apresentando o estimulador uma largura de banda
de ~ 34 kHz.

O trabalho desenvolvido demonstra ndo sé a viabilidade da criacdo de uma ferramenta
acessivel e econémica para a drea de TE, mas promove também, através da natureza open-source
do dispositivo, a transparéncia e colaboracdo na drea, tornando mais f4cil & comunidade
cientifica personalizar e melhorar o estimulador de acordo com suas necessidades especificas.
Mais ainda, ao permitir estudos de variagdo da frequéncia e magnitude do campo elétrico, este
estimulador desempenhard um papel crucial no avan¢o do campo de TE, visto fornecer um
meio de mapear os efeitos causais da ES nos tecidos.

Keywords: Engenharia de Tecidos, Estimulacdo Elétrica, Células Estaminais Mesenqui-
mais, Acoplamento Capacitivo, Open-source, Baixo-custo, Biorreatores, Modelagdo, Biofisica
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1 Motivacgao

Na drea da Engenharia Biomédica, mais especificamente em Engenharia de Tecidos, a apli-
cacdo de estimulos a meios de cultura através de campos elétricos tem provocado vdrios tipos
de respostas, que variam desde a proliferacdo celular a migracdo, passando pelo crescimento
e diferenciagdo, chegando mesmo a culminar na apoptose (que conduz a morte celular). Tal
facto é hoje em dia associado a possibilidade do campo elétrico aplicado despoletar cascatas
de eventos a nivel intra-celular, através da alteracdo pontual da polarizacdo da membrana

celular e da permeabilidade de certos canais de iées.[1J Contudo, o conjunto de mecanismos

que conduzem a este processos ndo é conhecido na sua plenitudem.

Tal facto deve-se a dificuldade em comparar diferentes estudos referentes a area, configu-
rada, maioritariamente, pela utilizacdo de setups experimentais extremamente variados, pelo
estabelecimento de protocolos bastante dispares e pela medigdo incorreta (ou mesmo a sua total
auséncia, reportando-se estimativas baseadas em pressupostos falaciosos) do campo elétrico
aplicado. Todos estes fatores contribuem para a impossibilidade do estabelecimento de relagdes

causais rigorosas entre a ES e os efeitos que se observam apds aplicacdo do estfmulo®!.

A presente dissertacdo encontra-se inserida no ambito dos projetos de investigacdo FCT-
Stimuli2BioScaffolds: Optimizagdo de estimulos em BioScaffolds: da modelagido numérica aos testes in
vitro (PTCD/EME-SIS/32254/2017) e OptiBioScaffold: Optimizagdo de estimulos em scaffolds bitecido:
da modelagdo matemdtica e computacional a validagio experimental (PTCD/EME- SIS/4446/2020),
de momento a decorrerem no CDRSPEL ambos coordenados pela Professora Doutora Paula
Pascoal-Faria, e baseia-se no desenvolvimento de um aparelho de estimulacdo capacitiva para
aplicacdo em TE, facilmente replicadvel e com um baixo custo de construgdo, que seja capaz
de alimentar estudos de varrimento em frequéncia e intensidade do campo elétrico. De uma
forma mais particular, a inclusdo nos projetos de investigagdo acima mencionados relaciona-se
com a necessidade de desenvolver solucdes de facil acesso e customizagdo para utilizagdo em
estudos referentes a aplicacdo de ES a Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (BM-MSCs) e a
validagdo de resultados que destes decorrem.

Além de demonstrar a possibilidade de implementacdo de um estimulador com estas
carateristicas, capaz de atingir os valores tipicos associados aos campos elétricos aplicados
em TE, a natureza open-source do projeto promove a transparéncia e colaboragdo na éarea,
possibilitando eventuais melhorias/modificagdes vocacionadas para fins mais especificos por
parte da comunidade cientifica. Adianta-se também o papel crucial que este pode ter no
avango do mapeamento dos mecanismos causais da aplicagdo de ES em tecidos, por trazer
a possibilidade da defini¢ao de diversos regimes de estimulagdo e consequente defini¢do de
protocolos uniformes que sirvam como pontos de partida de diferentes estudos e aplicacdes.

ICentro para o Desenvolvimento Répido e Sustentado de Produto, Marinha Grande, Portugal - unidade de
investigacdo financiada pela Fundagédo para a Ciéncia e Tecnologia com classificagdo de excelente (15/15)



2 Introducao

2.1 Engenharia de Tecidos

Como ¢é hoje conhecida, a Engenharia de Tecidos (Tissue Engineering, TE) corresponde a "um
campo de investigagdo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das ciéncias
da vida rumo ao desenvolvimento de substitutos biolégicos que permitam restaurar, manter

ou melhorar fungoes de tecidos"™ . Ao contrério do transplante convencional de 6rgdos ou
das abordagens ditadas pela substitui¢do com recurso a biomateriais, a TE tem na sua génese
uma compreensdo profunda dos processos associados a formagao e regeneracgdo de tecidos -
por este motivo, apresenta-se como uma area interdisciplinar, na medida em que implementa
conhecimento de éreas tdo diversas como a fisica, a quimica, engenharia, ciéncia dos materiais,
biologia e medicinal#2!,

No ambito de TE, torna-se indispensavel a abordagem das estratégias utilizadas para
alcangar o fim desejado. De forma muito simples, estas podem ser divididas em técnicas que
recorrem a scaﬁ‘oldsﬂ (scaffold-based), e a técnicas que ndo necessitam deste tipo de estrutura

(scaffold-free).

2.1.1 Estratégias em TE

Como mencionado, um dos aspetos fulcrais (sendo mesmo a finalidade tltima) em TE
diz respeito a incorporacdo do tecido formado, que se pretende estrutural e funcionalmente
idéntico aquele existente in vivo, no corpo do paciente. Para o efeito, torna-se necesséaria a
existéncia de procedimentos eficazes no que concerne a transplantagdo do material biolégico -
por eficazes, entendam-se procedimentos que garantam boas taxas de retenc¢do e sobrevivéncia
das células, integracdo nos tecidos pretendidos e, idealmente, a auséncia completa de efeitos

secundarios para o pacientel6].

2.1.1.1 Scaffold-Free

A injecdo intra-venosa/ intra-arteriall/l, ou a injecdo localizada no tecido pretemdido[8J
mostram-se, regra geral, como as opg¢des mais simples de serem implementadas. Contudo,
ambos 0s métodos tendem a apresentar taxas de sucesso muita reduzidas - de facto, é hoje
sabido que a percentagem de células que permanecem no local pretendido apoés transplante é
< 5%, e que a taxa de sobrevivéncia destas ndo ultrapassa 1% 91-[131,

Uma alternativa passa pela utilizacdo da matriz extra-celular (Extra Cellular Matrix, ECM),
parte integrante de tecidos e produzida pelas células, enquanto transportadora e protetora das
células a transplantar. O conjunto formado pelas células a transplantar e pela ECM recebe
o nome de cell sheet. Como facilmente se percebe, a existéncia exclusiva de estruturas nao
artificiais mune este método de elevada bio-compatibilidade e de uma baixa probabilidade de
rejeicdo do material biolégico, tendo sido efetuado o primeiro transplante em humanos no ano
de 1981114,

Tanto tecidos como 6rgados sdo formados por diferentes tipos de células com fungdes
distintas, assim como pela ECM, sendo esta especifica para cada tecido. A organizacdo densa
que apresentam permite a comunicagéo eficiente céula-célula e célula-ECM, sendo estas que
acabam por ditar a fungdo e o futuro das células constituintes do tecidolL2l116] N concecdo de
cell sheets, exploram-se estas relagdes estritas como base de criagdo do microtecido a transplantar.
Geralmente, utiliza-se também um polimero com propriedades dependentes da temperatura,
e.g., poli(N-isopropilacrilamida)(pNIPAM); este polimero sofre uma transi¢do de hidrofébico

2Estrutura para suporte celular, capaz de providenciar as células as condigdes iniciais que, no caso de tecidos in
vivo, sdo fornecidas pela matriz extra-celular



para hidrofilico para a chamada lower critical solution temperature (LCST), que neste caso é de 32
°C. Para temperaturas superiores a LCST, a superficie do polimero é hidrofébica, e permite o
desenvolvimento normal das células. A medida que estas se desenvolvem, depositam também
proteinas da ECM, formando uma estrutura semelhante aquela presente nos tecidos. Uma
reducdo posterior da temperatura (< 32 °C) torna as moléculas de pNIPAM extremamente
hidratadas; concominantemente, assiste-se a um desprendimento do conjunto ECM e células

da superficie do polimerolwl. Visto permanecerem as proteinas da ECM na superficie dos cell
sheets, possibilita-se a fixagdo a superficies biologicas, pelo que podem ser transportadas até

aos tecidos pretendidos sem necessidade de estruturas de fixagdo externasi 8. Esta abordagem
tem sido utilizada para a criagdo de cell sheets com capacidade de formar as mais diversas
estruturas, desde pele a cartilagem, passando por tecido 6sseo e tecido do nervo 6tico, e a sua

seguranga e eficicia tem vindo a ser gradativamente comprovada em ensaios clinicos/©!.

2.1.1.2 Scaffold-Based

A ECM ¢, in vivo, um scaffold 3D para as células - além de lhes fornecer o ambiente
e arquiteturas especificas do tecido a integrar, esta serve como um reservatdrio de 4gua,

nutrientes, citocinas e fatores de crescimentoll?). Deste modo, muitas aplicagdes de TE
necessitam da existéncia de um template, vulgo scaffold, que sirva ndo s6 de unidade estrutural
tempordria que permita a proliferacdo celular segundo as dire¢des pretendidas, mas também a
deposi¢do da nova ECM. Mais ainda, estas estruturas podem inclusivé participar ativamente
no processo de desenvolvimento celular, através da incorporagdo, por exemplo, de fatores de

crescimento que se encontrem presentes nestas?Y. Por se tratarem, no caso de TE in vivo com
recurso a scaffolds, de estruturas a serem implementadas no corpo de um paciente, existem
certos requerimentos que devem ser cumpridos; estes podem ser subdivididos em requisitos

de composicdo, estruturais, funcionais e quanto ao modus de preparac;éo[23l.

e Composicdo - Os scaffolds devem ser biocompativeis, na medida em que ndo devem
despoletar uma resposta imunitaria por parte do pacientelzlJ'[zzl ; obviamente, deve
também possuir propriedades bioquimicas estaveis, apds implementagdo no corpo do
paciente. A biodegrabilidade é também um aspeto fulcral inerente a estas estruturas
- relativamente a este ponto, deve adequar-se a taxa de degradagdo com a taxa de
crescimento do novo tecido, de modo a que no momento em que o novo tecido se encontre
completamente formado e integrado no organismo o scaffold deve estar completamente

degradadoVH. Deve ainda possibilitar a fixa¢do de células do préprio paciente, de modo

a facilitar a formacao da ECMI23)1241,27)

e Estrutura - A estrutura deve ser estratificada, apresentando o scaffold camadas com
carateristicas especificadas em funcdo do fim que se pretende atingir. Deve apresentar
poros (sendo que as dimensdes e nimero destes depende das células a utilizar e do
resultado pretendido) ndo s6é para possibilitar a migragdo celular, mas também a mi-
gracdo dos produtos bioldgicos necessarios ao desenvolvimento do tecido. No caso de
tecidos vascularizados, deve ainda pemitir a incorporagdo de vasos, ou possuir estruturas
vascularizadas intrinsecas®/123/-127],

* Funcionalidade - A habilidade de interagdo com as células do tecido a reparar/substituir
deve ser possuida pelos scaffolds, assim como a de incorporar mensageiros biolégicos e
fatores de crescimento que promovam a diferenciagdo ou proliferacdo celular. Mais ainda,
as propriedades biomecanicas devem replicar na medida do possivel as do tecido, de

modo a manter a integridade estrutural e funcionalidade!®/ 12411271,



* Método de Fabrico - O processo de fabrico deve ser preciso, de modo a possibilitar a
sua reprodugdo. A versatilidade destes deve ser também um fator a ter em consideragao,
de modo a poder adaptar os scaffolds as carateristicas especificas de cada paciente em
concreto.

Outra possibilidade ¢é a utilizacdo de scaffolds in vitro - nesta vertente, este serve apenas
como um dispositivo que oferece suporte as células que estdo a ser cultivadas in vitro, o que
acaba por encorajar as proprias células a depositarem a ECM, que produzird a base de um

tecido passivel de ser transplantadolzol.

Em qualquer dos casos, € crucial a articulagdo entre o scaffold produzido e a célula utilizada,
de forma a alcancar o propdsito desejado, visto as propriedades de composicdo e estrutura dos
primeiros se mostrarem como fatores capazes de influenciar o comportamento das segundas.

Esta influéncia pode ser notada, e.g, através da formagdo de frentes de mineralizacdo em

28|

regides especificas do scaffold“®!, da influéncia que a tipografia do scaffold pode exercer no

129)

que concerne a formacdo do citoesqueleto'“#, ou no papel que o material desempenha para a

producgdo de diferentes niveis de glucosaminaglicanos em TE de Cartilagem[301.

Por outro lado, células distintas ddo também origem a comportamentos distintos para um
mesmo scaffold e para um mesmo meio de culturaPll. Por este motivo, discutem-se de seguida
os tipos de células mais comuns utilizadas em TE.

2.1.2 Fontes de Células

Para a producdo de um tecido in vitro, torna-se necessdria a ocupagdo da matriz fabricada
com células, que por sua vez formardo uma matriz muito semelhante aquela encontrada no
tecido original. Hoje em dia, as células mais utilizadas correspondem a células primarias, i.e.,
células retiradas do préprio tecido do paciente, devido a sua disponibilidade e seguranc;aBzJ.
Os principais sucessos em TE dizem respeito a utilizagdo destas células em conjunto com
scaffolds, de modo a produzir o tecido que se deseja transplantar.
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Figura 1: Materiais e processos necessédrios em TE [adaptado de 154

Esta estratégia apresenta algumas limitagdes, ndo s6 por causa da natureza invasiva do
processo de recolha das células, mas também pela possibilidade de recolha de células em fases



terminais do seu ciclo de vida. Assim, a tendéncia em TE tem passado pela utilizagdo de células
estaminais, facto que deriva do potencial de divisdo infinito e de multipla diferenciagdo que
apresentamm. Destacam-se as células estaminais embriondrias (Embryonic Stem cells, ESCs) e
as células estaminais mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells, MSCs).

As ESCs recebem atencdo devido a sua pluripoténcia e ao seu elevado potencial pro-
liferativo, mas também a possibilidade de serem preservadas durante um periodo tempo-
ral (teoricamente) infinito. Este conjunto de carateristicas torna-as excelentes candidatas a
aplicacdo em TE para a formagdo dos mais diversos tipos de tecido. Sabe-se hoje que, na
presenca de células precursoras, as ESCs possuem a capacidade de se diferenciarem para
praticamente qualquer tecido pretendido. Foram ja obtidas a partir de ECSs células de

cardiomiécitos, células hematopoiéticas, células endoteliais', neurénios',

aglomerados de condr(’)citosﬂzﬂl, adipécitos@, hepat(’)citosﬂgI e pancreéticosm. Contudo, na
auséncia de diferencia¢do, o potencial proliferativo elevado torna-se uma propriedade indese-
jada, dando estas origem a teratomas e terocarcinomas quando injetadas in vivo!“l. Assim,
um dos passos cruciais aquando da utilizagdo de ESCs diz respeito ao controlo do processo
de diferenciagdo das células rumo ao tecido pretendido, processo que tem sido conseido
através da modificagdo de protocolos utilizados em BM-MSCs (Bone Marrow MSCs)' .O
principal problema reside, contudo, na possibilidade de existéncia de incompatibilidade entre
a ESCs de um dador e o paciente a ser injetado. Este impasse poderia ser ultrapassado com
recurso a transferéncia nuclear de células sométicas (SCNT). Este procedimento levanta, no
entanto, ainda mais entraves do ponto de vista ético, que tendem a mostrar-se como os mais
dificeis de serem ultrapassados.
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Figura 2: Procedimento de obtengdo, cultura, e possiveis usos de células estaminais. a. Células
estaminais embriondrias (ESCs); b. Células estaminais adultas (MSCs) [adaptado de ]

Quanto as MSCs, sabe-se hoje que este tipo de células existe ndo s6 na medula 6ssea,
mas que podem também ser encontradas, por exemplo, no figado, em tecido adiposo, na
pele, em sangue do corddo umbilical, em leite materno, em fluido amniético ou mesmo
nos pulmées. Apesar de ndo serem pluripotentes, as MSCs continuam a apresentar um
potencial de diferenciagdo elevadissimo, enquanto afastam os problemas levantados pelas
ESCs. Por este motivo, mostram-se como os candidatos prediletos em TE. Como forma de
sustentacdo desta afirmagdo, pode focar-se a atenc¢do sobre as BM-MSCs, que se mostraram



49 o0

, espinal medulall! e pulmc”)es[52], na
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promissoras na regeneragio de ossos*?, cartilagem!

cura de doengas como cirrose hepética[53l, sindrome de Asherman®2! restabelecimento de

audigéo[55J e reconstrugdo de nervos periféricosl55J, entre outros. Além do elevado potencial
de diferencia¢do, as MSCs possuem ainda a possibilidade de serem extensivamente expandidas
in vitro; aponta-se ainda para uma possivel existéncia de capacidade imuno-supressoras in

vivolRZ!, Destaca-se que, a semelhanga das ESCs, o conhecimento relativo aos mecanismos
e vias ou estimulos biolégicos/fisicos que conduzem a determinada diferenciacdo é muito
escasso, sendo este, de facto, o principal entrave a utilizagdo mais amitide de TE no ramo da
medicina regenerativa.

Apesar dos progressos continuos no que respeita a elaboragdo de tecidos in vitro, continua

a observar-se que muitos métodos in vivo apresentam maior eficiéncial®8l. Este facto prende-
se com a existéncia de diferentes fatores de transcricdo e epigenéticos, microRNAs e um
microambiente celular distinto quando se comparam o caso in vivo e o ambiente criado para
a cultura in vitro, sendo todos estes entidades que se apresentam fulcrais na defini¢do da
evolugdo comportamental da célula. Por este motivo, os meios de cultura tendem a utilizar um
"cocktail"quimico, que visa simular com a maior fidedignidade possivel o ambiente quimico a

que estdo originalmente sujeitas as célulasP?l.

2.1.3 Estimulacdo Elétrica enquanto Fator Sinalizante (Signaling Factor, SF)

Como se percebe, a evolugdo do comportamento celular depende fortemente de um conjunto
de fatores bioquimicos e biofisicos, cuja agdo conjunta acaba por regular todos os processos

que lhe sdo inerentes, tais como o crescimento ou a diferenciagdo celularlZSJ'wOJ. Apresenta-
se de seguida uma visdo muito geral da influéncia que tais processos podem ter para o
comportamento apresentado pelas células.

No que a influéncia de biomoléculas diz respeito, é fulcral o papel dos fatores de crescimento
(growth factors, GF), polipetideos capazes de estimular os mais diversos processos celulares,
tais como a proliferacdo, migragdo, diferenciacdo ou a morfogénese multicelular no processo

de desenvolvimento de tecidos©l! (Tabela . A compreensdo do efeito que exercem no
comportamento celular apresenta-se, por este motivo, como um dos fatores centrais em TE.
A influéncia que este tipo de biomoléculas, quando produzidas pelas células, exerce sobre
as mesmas, ndo é novidade; contudo, quando utilizados em TE, os GF ficam sujeitos a um
conjunto de condicdes distintas daquelas configuradas pelo ambiente in vivo, 0 que resulta em
fenémenos de instabilidade molecular ou de difusdo repentina[mJ.

Assim, grande parte da investigacdo em TE é vocacionada a modelagdo da bioatividade e
estabilidade dos GF a utilizar, e ao controlo dos moldes de interagao entre estes e os biomateriais
(e.g., definicdo do tempo de exposicdo ao GF). E importante ainda notar que GF diferentes
apresentam protocolos de aplicagdo e monitorizagdo distintos. Por apresentar cada GF as suas
proprias especificidades, exigéncias e limitagdes, e por, em muitos casos, o meio de cultura
corresponder a um "cocktail"quimico, torna-se, na prética, uma tarefa de elevada complexidade

o tracking da influéncia especifica de cada GF no comportamento celularlo?!.



Tabela 1: GF utilizados em TE e respetivas fun¢des [adaptado de 1631

Fator de Crescimento Abreviacdo Funcdo

Angiopoietin-1 Ang-1 Maturagéo e estabilidade de vasos sanguineos

Angiopoietin-2 Ang-2 Desassociagdo de células endoteliais dos tecidos
circundantes

Basic fibroblast growth factor-2 bFGE-2 Sobrevivéncia, migragdo e diferenciagdo de células
endoteliais

Bone morphogenetic protein-2 BMP-2 Diferenciacdo e migragdo de osteoblastos

Bone morphogenetic protein-7 BMP-7 Diferenciacdo e migragdo de osteoblastos,
desenvolvimento renal

Fibroblast growth factor FGF Desenvolvimento embriondrio e angiogénese

Epidermal growth factor EGF Crescimento, proliferacdo e diferenciagéo de células
epiteliais

Insulin-like growth factor-1 IGF-1 Proliferagao celular e inibi¢do de apoptose

Nerve growth factor NGF Sobrevivéncia e proliferacdo de células neuronais

Platelet-derived growth factor PDGF Desenvolvimento embriondrio, prolifera¢do, migracao
e crescimento de células endoteliais

Transforming growth factor-a TGF-a Proliferacdo de células neuronais ou basais

Transforming growth factor-f TGF-B Proliferacdo e migracdo de células osteogénicas, fator
anti-proliferativo para céluals epiteliais

Vascular endothelial growth factor = VEGF Sobrevivéncia, migragdo e proliferacdo de células
endoteliais

A titulo exemplificativo de fatores fisicos enquanto preponderantes para a definicdo do

comportamento celular podemos tomar em linha de conta a estimulacdo mecanica 23], Os
estimulos mecanicos sdo percecionados pelas células através de um mecanismo denominado
mecanotransducao - o estimulo aplicado desencadeia um conjunto de sinais elétricos nas células,

dando origem a uma panéplia de respostas especificasl64J. Sabe-se hoje que este processo é
fulcral, por exemplo, para a diferenciacdo condrogénica de MSCs, bem como para a manutencao
da integridade cartilar. Além disto, a estimulagdo mecanica induz ainda a transferéncia de
oxigénio, nutrientes e resquicios da atividade celular entre a ECM e o meio circundante, o que
acaba por tornar indispensével, muitas vezes, a sua aplicagdo nos bio-reatores para o sucesso
da producéo de alguns tecidos in vitro (e.g., produgdo de Cartilagem[23J'[65]).

O altimo SF a mencionar, e que se apresenta como pedra basilar da presente dissertagao, diz
respeito a estimulacao elétrica (Electrical Stimulation, ES). Encontra-se hoje bem estabelecido que
inimeros processos biolégicos, desde o desenvolvimento embrionério ao desenvolvimento e
reparagdo de tecidos, passando pela diferenciagao celular, se encontram fortemente dependentes
da existéncia de processos bioelétricos. De facto, a bioeletricidade é considerada essencial na
manutengdo da homeostasia celular, por estar esta dependente de pardmetros fisicos tais como
o potencial de repouso da membrana, o fluxo de corrente iénica, a resistividade, capacitancia

ou permitividade, especificos de cada célulal6®!.

Olhando para a ES enquanto ferramenta de TE, torna-se possivel o controlo dos mais
diversos processos celulares, através da aplicagdo de estimulacdo elétrica. Como exemplos,
podem ser mencionados a estimulacdo dos processos de proliferacdo e diferenciacdo de células
estaminais, o aumento do alinhamento celular ou a melhoria das propriedades contrativas de

estruturas Cardiacas[67].

Embora estejam comprovados os beneficios que a ES é capaz de proporcionar (inclusivé a
nivel clinico), o conhecimento do conjunto de mecanismos celulares despoletados pela aplicagdo
de estimulos elétricos é ainda hoje muito embriondrio. De facto, carece responder se os efeitos
sdo exercidos de uma forma direta sobre a célula, ou se sdo as alteragdes provocadas no
meio extracelular que desencadeiam os comportamentos observadosl?!. Mais ainda, é6 também
possivel que a alteragdo comportamental induzida pela aplicagdo de ES seja conflitante com
a alteragdo comportamental ditada pela via bio-quimica; no caso de tal cendrio se verificar,



sabe-se que o efeito introduzido pela ES tende a dominar, embora permaneca desconhecida a
razao que assim o determinal?).

Por seu lado, as células apresentam-se como a fonte energética in vivo por exceléncia, devido
ao potencial de repouso da membrana que estabelecem0”. Alteragdes neste potencial tendem
a causar movimentagdes de moléculas carregadas constituintes da membrana, conduzindo a
alteragOes estruturais desta; esta alteragdo estrutural da membrana pode, por sua vez, conduzir
ao rearranjar dos dtomos de proteinas membranares. O conjunto de altera¢des introduzidas em
ambas as estruturas acaba por ditar um conjunto distinto de respostas por parte das células®!.
Por conveniéncia, apresentam-se na Figura 3{ o conjunto de processos celulares e mecanismos
que lhes estdo subjacentes passiveis de serem despoletados pela aplicacdo de ES:
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Figura 3: Mecanismos celulares e fun¢des ativadas pela aplicacdo de ES [adaptado de alj

O aglomerar do conhecimento fornecido por vérios estudos permite hoje conhecer em
detalhe os efeitos desencadeados pela aplicagdo de ES. No que a proliferacdo diz respeito, a
aplicacdo de estimulos elétricos externos mostra-se capaz de despoletar tanto uma promogao
desta, como também uma diminui¢do, ou mesmo uma auséncia de influéncia. Por este motivo,
é imperativa a condugdo de estudos mais aprofundadoslzj. A tendéncia relativa a apoptose
é praticamente idéntica, visto mostrar-se este processo altamente dependente do regime de
estimulagdo e do préprio tipo de célulal!. Em grande parte dos estudos levados a cabo,
refere-se que a ES se mostra também capaz de induzir a diferenciagdo de vérios tipos de
células distintasi/1661168] - N que concerne a adesdo, migracdo e alinhamento (processos
essenciais de serem controlados no desenvolvimento de tecidos), demonstrou-se também
por largas vezes o papel que a ES pode ter nestes processos. Mais uma vez, os resultados
obtidos encontram-se também dependentes do regime de estimulagdo e do tipo de células:
para alteragdes introduzidas no estimulo ou na célula utilizada, os comportamentos variam
desde o alinhamento paralelo/perpendicular das células em relagdo ao campo aplicado, bem
como da migragdo em dire¢do ao anodo/catodo.

De uma forma geral, percebe-se o potencial que a ES possui para o controlo dos processos



celulares, e o papel preponderante que pode ter no desenvolvimento de TE. Contudo, urge levar
a cabo mais estudos relacionados a aplicacdo de ES, de uma forma mais precisa e metddica, a
fim de perceber claramente o efeito que determinado tipo de estimulo pode ter na definicdo do
comportamento de cada célula, num ambiente, também ele, de carateristicas (e.g., composi¢ao

quimica) bem especificadasm'[66J —l6s],

Quanto aos mecanismos celulares que estdo na base dos comportamentos observados,
existe também uma auséncia de conhecimento concreto. Existe, contudo, um conjunto deles ja
avangados, e que vale a pena mencionar. As respostas observadas podem ter na sua génese
apenas um, ou mesmo um conjunto de todos eles, interdependentes e organizados de forma

harmoniosa. Estes mecanismos podem estar associados alll 166]-[68]

* Vias de conversdo de sinais. Através destas, o sinal elétrico sentido pelas células pode
levar a produgdo de sinalizadores quimicos, capazes de despoletar diversas cascatas de
eventos e de expressar determinados genes, conduzindo a respostas diversas;

¢ Um aumento da concentragdo de Ca®>" no meio intracelular, que se apresenta como um
importante mediador em processos celulares bem descritos;

¢ Uma reorganizagdo do cito-esqueleto e re-distribui¢do de actina, influenciando processos
controlados, per natura, pelo cito-esqueleto;

¢ Alteragdes introduzidas nos recetores presentes na membrana, influenciando os compor-
tamentos celulares em que este tipo de estruturas intervém;

¢ Alteragdes (normalmente, aumento) da taxa de producdo de ATP, da taxa de producédo
de proteinas Heat-Shock, conduzindo muitas vezes a situacdes tipicas do regime de stress
celular; aumento da producdo de espécies reativas com oxigénio, cuja participacdo é
relevante em determinados pathways;

* Criagao de estruturas fosfo-lipidicas (e.g., lipid rafts), que intervém ativamente como
sinalizadores de multiplos processos celulares
2.2 Aplicacdo de Estimulacdo Elétrica em TE
2.21 Métodos para Aplicacdao de Estimulos

Em TE, é comum a distingao entre trés tipos de possibilidade no que concerce a aplicagdo de
ES, que variam entre si pelo método que é utilizado para aplicagdo do estimulo - acoplamento
direto (direct coupling, DC), acoplamento capacitivo (capacitive coupling, CC) e acoplamento
indutivo (inductive coupling, IC)[681.

A

B |
|

Figura 4: Trés métodos para aplicagdo de ES: A. coupling direto; B. coupling capacitivo; C.
coupling indutivo [adaptado de 1681



No caso de DC, os elétrodos sdo colocados em contacto direto com o meio de cultura (Figura
Mla). O facto de ser aquele cuja aplicacio se mostra mais fécil torna-o o mais amplamente
utilizado na area. Decorre deste facilitismo, contudo, um conjunto de efeitos secundarios
indesejados, tais como a toxicidade dos elétrodos utilizados (na medida em que ndo se
apresentam suficientemente biocompativeis), o aumento da temperatura do meio de cultura
e alteragdes significativas do seu pH, niveis de oxigénio reduzidos e a criagdo de produtos

faradicos indesejadosl68J'[7OJ. Mais ainda, aponta-se também que este método conduz a
aplicagdo de estimulos adulterados (i.e, distintos daqueles que se pretendem efetivamente

aplicar), devido a formagdo de uma camada capacitiva[n].

O coupling capacitivo apresenta-se, por sua vez, como um método mais seguro do ponto de
vista biolégico, na medida em que afasta a criagdo de produtos farddicos. Como se mostra na
Figura @B, sao colocados dois elétrodos frente a frente, em lados opostos do suporte do meio de
cultura, gerando-se entre os dois um campo elétrico uniforme. A natureza ndo invasiva deste
processo permite afastar os problemas levantados no paragrafo anterior associados ao DC, ao
mesmo tempo em que ndo requer a aplicagdo de um suporte condutor para aplicagdo de ES

uniformel08! Contudo, a necessidade de se estabelecerem tensdes elevadas entre elétrodos
limita, muitas vezes, a sua utilizacdo numa escala mais ampla[67l.

A aplicagao de IC (Figura [c) permite a criagdo de campos eletromagnéticos, gerados por
bobinas colocadas em torno do meio de cultura. Afastando mais uma vez as desvantagens
do DC, este método permite a criagdo de correntes e potenciais de intensidades reduzidas na

area circundante das células, ao invés da aplicagdo de ES diretal®”l. Muitas vezes utilizados, os
aparatos na configuracdo de Helmholtz permitem a criacdo de um campo eletromagnético com
propriedades uniformes ao longo de todo meio de cultura celular. A variante mais utilizada
denomina-se PEMF (pulsed electromagnetic field stimulation), em que a estimulacdo corresponde
a pulsos, o que permite a reprodugdo das condigdes observadas in vivo (e.g., potenciais gerados

nos ossos, devidos a piezoeletricidade[72]). Neste caso, as desvantagens prendem-se nao s6
com a necessidade de aplicacdo de elevados potenciais para a produgdo de efeitos significativos,
mas também com o consumo elevado de recursos, assim como com a necessidade de aplicacdo
de estimulagdo durante periodos de tempo elevadosl?d,

A Tabela [2| sumaria as principais vantagens e desvantagens associadas a cada método:

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos trés métodos de aplicagdo de ES [adaptado de 1651
Meétodo Vantagens Desvantagens
Coupling direto Facilidade de implementacdo Bioincompatibilidade dos elétrodos, aumento de

temperatura do meio de cultura, mudangas de pH,
criagdo de subprodutos farddicos

Coupling capacitivo  Biologicamente seguro Voltagens elevadas entre os elétrodos, elevado tempo
de tratamento
Coupling indutivo Reprodugdo do potencial Tumorigénese em areas inesperadas, dispendioso em
de transferéncia do corpo recursos e tempo
humano

2.2.2 Tipos de Estimulagao Elétrica

O tipo de sinal mais simples de ser aplicado diz respeito a uma corrente DC, gerada, e.g.,

74]

com recurso a baterias'*! - este estimulo corresponde a um fluxo unidirecional de portadores

de carga, sendo também o tipo de estimulo elétrico mais observado in vivolZd). Por este motivo,
apresenta-se como o tipo de estimulo mais aplicado em TE. Podem também ser aplicados
estimulos mais complexos, como sinais sinusoidais, dente de serra ou quadrados, mono (DC)
ou bifésicos (AC), injetados de uma forma continua ou espagada no tempo (regimes de pulsos

)ie7]

ou bursts . Estes sinais podem ter como origem geradores de sinais, chips estimuladores, ou

10



até sistemas terapéuticos dedicadosi’®. Por se distinguirem dos sinais unipolares, na medida
em que as correntes geradas mudam constantemente de diregdo, os sinais AC tém também
sido amplamente utilizados, quer para comparagdo direta com os efeitos induzidos pelos sinais

DC, quer para recriacdo de campos elétricos end(’)genos[69J (e.g, exposic¢do dos neurénios a

campos elétricos oscilantes[77l).

Por se tratar de uma area que se propde ao controlo de uma pandplia de processos
associados ao comportamento celular, advém em TE uma necessidade de aplicagdo dos mais
diversos regimes de ES, varidveis entre si quanto a intensidade dos campos elétricos a aplicar,
duragdo da estimulagdo ou mesmo a frequéncia associada a um estimulo. Por esse motivo,
é também imperativa a utilizacdo de diversas fontes de energia, capazes de gerarem as
intensidades de campo elétrico que se pretendem atingir. Até a data, reporta-se, por exemplo,
a utilizagdo de fontes DC para gerar correntes na gama de 0.0-0.3 mA e respetivos campos
elétricos na gama 0-6 V/cm, fontes programaveis DC de 8 canais para obtencdo de campos
de intensidades de até 4.5 V/cm, ou a obtengdo de campos elétricos na gama dos 0-10 V/cm
com recurso a fonte de energia FB600 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), sendo

esta extremamente comum em laboratérios que realizem eletroforesel®? . No que concerne
a medicdo e variacdo da corrente fornecida durante a estimulagdo, é comum a utilizagao de
multimetros!Z®. Para a aplicagdo de campos elétricos AC, é comum a utilizacdo de geradores de
sinais que fornecam os dois tipos de corrente (e.g, Precision 4011A, PASCO Scientific, Roseville,
CA, USA), sendo que a gama da componente AC se apresenta, regra geral, inferior & da DC

(resultando em campos elétricos, regra geral, de intensidade 0-1 V/ cm)/6?

2.2.3 Elétrodos e Biotoxicidade

Como previamente mencionado, a prépria estrutura dos métodos de CC e IC afasta o
problema da biotoxicidade introduzida pelos elétrodos, na medida em que nao existe contacto
entre estes e 0 meio de cultura. Enquanto que no caso de IC o elétrodo propriamente dito é
inexistente (o estimulo resulta do campo eletromagnético gerado nas imediagdes do meio de
cultura com recurso a bobinas), no caso de CC a escolha de material é efetuada, garantindo
que o elétrodo se apresenta como bom condutor elétrico, com uma distribui¢do superficial
de cargas idealmente uniforme e, se possivel, de custo reduzido. Os materiais comummente
utilizado para este tipo de elétrodos (na verdade, placas de um condensador) sao metais, como

0 ago inoxidavel ou o ouro, ou o proprio carbonol®?.

Ja na presenca de DC, decorre a necessidade de desenvolver estratégias que permitam
minimizar os efeitos adversos previamente mencionados. A primeira diz respeito ao posicio-
namento dos elétrodos em recipientes, contendo uma solugao de Steinberg ou uma solugdo
tampao (phosphate buffered saline, PBS), evitando assim o contacto direto com o meio celular.
O contacto elétrico do anodo e catodo com o meio celular é efetuado com recurso a pontes
salinas (tubos plésticos ou de vidros, de comprimento 15-20 cm, cheios com uma solugido de

agarose, de concentra¢do 2—4%)[69].

[
] I
Agar bridges
— ﬂ’l ..!d ~

% \_______ /_ 1_;
g

W G
AN T/—/— 1|
M 5
Ceans/ s

Figura 5: Esquema de ES com recursos a pontes salinas [adaptado de o
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Além de evitarem a criagdo de produtos faraddicos na superficie de contacto elétrodo-meio
celular (e.g, ides metdlicos), as pontes salinas impedem também o aquecimento do material

biolégico devido ao efeito de Joule. Relativamente ao material dos elétrodos, existem exemplos

9] 180) 81] 182

na literatura em que se recorre ao aluminio ao carbono!®¥!, ao cobre

[83]

, a platina

ou ao ago inoxidavel™!, embora sejam os elétrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl)

aqueles mais amplamente utilizados!®#, A razao prende-se com o facto de serem os ides CI~ a
Unica espécie quimica envolvida nas relagdes eletroquimicas que decorrem na superficie dos
elétrodos, afastando a criagdo de subprodutos indesejados tipicamente a estes associados/©?!.

Uma alternativa possivel a utilizagdo das pontes salinas diz respeito a criagdo de scaffolds
condutores de eletricidade (2D ou 3D), que além de cumprirem a fungdo de suporte fisico

que lhes estd comummente associada, albergam a possibilidade de atuarem como substratos

bio-ativos capazes de fornecerem ES de uma forma uniforme e bem controladal®Zl. Até a
data, os biomateriais metdlicos dizem mais uma vez respeito a platina e ao ouro, devido a
elevada resisténcia mecénica, estabilidade, boa condutividade e biocompatibilidade que ambos

apresentam[68J. Contudo, o facto de ambos serem facilmente oxidéveis e pouco resistentes a
corrosdo conduz, muitas vezes, ao aparecimento de fenémenos como alergias ou carcinogénese;
tém sido avangadas estratégias que visam colmatar este problema, destacando-se a modificagdo
das superficies em contacto com o biomaterial através de revestimentos e conjugagdo covalente
de moléculas bioativasi®.

Podem ainda ser apontados outros biomateriais ndo metalicos que se apresentam pro-
missores enquanto matéria prima de scaffolds passiveis de aplicar per si ES. Destacam-se os
polimeros condutores, tais como o poli (3,4-etileno dioxitiofeno), a polianilina (polyaniline,

PANI) ou o polipirrol (PolyPyrrole, PPY), utilizados em conjunto com outros materiais como

o PLA, normalmente num racio de 95:507.168 Ultimamente, tem-se optado também pela
exploragdo de materiais carbénicos, tais como o grafeno, nanotubos e aerogéis de carbono,
devido as excelentes propriedades elétricas que apresentam, embora a biocompatibilidade
destes derivados seja ainda um desafiol05],

A Tabela 3| apresenta esta informagado de forma resumida, juntamente com a condutividade

elétrica associada a cada biomaterial mencionado:

Tabela 3: Biomateriais utilizados em scaffolds para aplicacdo de ES [adaptado de 165
Material Formato Condutividade Elétrica  Vantagens Desvantagens
Liga ouro-platina Discos Ouro: 4.52 x 107 S/m Elevada resisténcia Dispendioso, morte
Platina:9.6 x 10 S/m mecanica, estavel, celular causada pela

boa biocompatibilidade  libertagao de ides
e resistente a corrosao

Ligas magnésio (Mg)  Discos ~2x 107 S/m Elevada resisténcia Baixa biocompatibi-
mecanica, resistente a -lidade, morte celular
fraturas e boa causada pela liberta-
condutividade -¢do de ides, mudan-

-cas locais de pH

PPY Coating 102 ~ 103 S/cm Boa biocompatibilidade, Rigido e insoltvel

facilita a adesédo e
crescimento celular

PANI Filmes 2D 5~ 10S/cm Estével, baixo custo e Baixa resisténcia
boa biocompatibilidade =~ mecanica e
métodos de fabrico
complexos
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Material Formato Condutividade Elétrica ~ Vantagens Desvantagens

Grafeno Coating 10° ~ 10% S/m Elevada resisténcia Toxicidade moderada
mecanica, facilidade de
bio-funcionaliza¢do

Nanotubos de  Doping 1.8 x 107 S/m Boa resisténcia Baixa biocompatibi-
Carbono com outros mecanica, elasticidade e  -lidade, baixa dispersao,
materiais estabilidade quimica insoltvel e toxico para
as células

2.24 Gama de Parametros

Aquando da aplicacdo de ES, a intensidade e natureza da voltagem aplicada sdo, sem
duavida, os dois parametros que mais influenciam o comportamento celular observado. Apesar
de a aplicagdo de estimulos DC ser extremamente eficaz na polarizacdo de células, os efeitos
adversos previamente discutidos que destes decorrem limitam a sua utilizacdo, especialmente
em regimes de aplicagdo de longa duragdo, visto tornarem-se a acumulagdo de produtos
faradicos, resultantes das reagdes eletroquimicas nos elétrodos, e o efeito de Joule efeitos
que ndo podem ser desprezados. Neste sentido, para aplicagdes que exijam intervalos de
estimulacdo mais longos, a aplicacdo de estimulos AC mostra-se como a opgao a ser adotadalo8!.
Por outro lado, comportamentos como a migragdo celular, a orientagdo e a expressdo de genes
mostram-se amplamente dependentes da intensidade do campo elétrico, sendo que a aplicagdo
de estimulos mais intensos se mostra como uma tendéncia benéfica em grande parte dos
estudos/0Z/81] _ Tabela @ Deve ter-se sempre em conta que a aplicagdo de campo elétrico de
elevada intensidade pode também conduzir a apoptose, pelo que o threshold méximo deve
rondar os 100 V/cm, intensidade para a qual se assiste a eletroporation, com consequente entrada
na membrana de uma elevada quantidade de ides Ca?" e espécies altamente reativas com o
oxigénio, conduzindo a completa desregulacdo da homeostasia.l88/152 Nos casos em que a
aplicagdo de um campo elétrico de intensidade mais reduzida nado é possivel, deve optar-se

pela aplicacdo de estimulos sob a forma de pulsosl68J.

Tabela 4: Comparacdo do efeito surtido pela ES para diferentes intensidades de campo elétrico
[adaptado de [68J]

Intensidade do campo elétrico  Efeitos

0.00000048 V/mm Osteoclastogénese reduzida, relativamente ao controlo e a aplicagdo

de campos elétricos de maior ampli’cude192J
0.0000006 V/mm Redugdo da proliferagdo, mas aumento da atividade ALP em osteoblastos2)
0.000002 V/mm Inibi¢ado do crescimento celular de osteoblastos 24
0.002 V/mm Aumento da proliferagdo e da expressdao do TGF-B1 em osteoblastos 2>}
0.01 V/mm Migragdo de fibroblastos a partir desta intensidade 20!
0.15 V/mm Orientacédo de fibroblastos a partir desta intensidade 2°!
0.4 V/mm Elongamento de fibroblastos a partir desta intensidade 20!
6 V/mm Aumento da mineralizagdo, da proliferagg;}(igeg Jda atividade ALP em

24,

osteoblastos, relativamente ao controlo

Por sua vez, a intensidade da corrente que atravessa o biomaterial ndo parece apresentar-se
como um fator de especial importancia, visto observar-se a ocorréncia de fenémenos tais como

a deposicao de ECM ou um aumento da proliferacdo para uma elevada gama de variagdo desta

v

grandeza®# - de facto, esta apenas se mostra como um fator limitativo, na medida em que

uma corrente acima de um limiar predefinido resulta em morte celularl671.186}187]
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Em regime de aplicagdo de estimulos sob a forma de pulsos, deve adequar-se a largura do
mesmo a densidade de corrente existente, visto existir um limite de energia maxima passivel
de ser absorvido pela célula, i.e., a aplicagdo de um estimulo mais intenso exige uma menor

duracao associadal®®l. A data de redacdo da presente tese, a aplicacdo de estimulos de larguras
varidveis entre 0.025-380 ms ndo se mostrou inconsequente, observando-se sempre algum efeito

ap6s aplicagdo de ES, nem causadora de dano celularl/3)1561,[65]
No que concerne a gama de frequéncias, a literatura é dispar, existindo relatos da variagado
desta grandeza entre os 7.5-60000 Hz, embora a maioria corresponde a aplicagdo de estimulos

abaixo dos 100 Hz®% - este facto deriva de ser este o valor méximo dos processos elétricos in

vivo, sendo portanto o mais provavel de fornecer os resultados pretendidos em TE®?). Sabe-se
hoje que a aplicacdo de estimulos inferiores a 1 kHz influencia fortemente o ciclo celular,

90)

levando a um aumento da sintese de ADN e da proliferacdao’™. Para a formacdo de osso,

avangam-se as frequéncias abaixo dos 100 Hz como as mais promissoras 21

2.2.5 Necessidade de Uniformidade

A area de ES, no ambito de TE, apresenta-se como plural e diversa por exceléncia, na
medida em que existe um conjunto significativo de varidveis, todas elas sujeitas a variagdes e
incertezas, passiveis de influenciar o produto final - tanto heterogeneidades no tipo de célula
e meio de cultura utilizado, como nos GF, respetivas quantidades e composi¢do quimica do
mesmo meio, como no tipo de estimulo aplicado e no modo de aplicar essa estimulagéao,
acabam por ditar resultados distintos relativamente aos tecidos a obter e aos comportamentos
celulares observados. Deste modo, e como em todas as dreas cientificas, torna-se necessdria a
quantificagdo precisa destas varidveis, a fim de mapear os efeitos produzidos por altera¢oes a
estas impostas, mas também de tornar replicdveis os procedimentos desenvolvidos, possibili-
tando a obtencdo dos outcomes expectaveis para um conjunto de condicdes iniciais definidas,
também elas, com um determinado nivel de rigor.

Neste sentido, o mapeamento dos efeitos surtidos por aplicacdo de ES exige, desde logo,
uma andlise ceteris paribus, ou seja, um conjunto de condi¢des iniciais em que se garante que
todos os outros fatores passiveis de influenciar comportamentalmente das células, a excecdo
do campo eletromagnético a aplicar, se apresentem idénticos. Este ponto tem-se mostrado
desde logo como praticamente impossivel de ser verificado, visto que os setups experimentais
desenvolvidos na drea de ES sdo adaptados, obviamente, aos interesses especificos de cada

caso concreto. Por exemplo, o artigo de revisdo literdria de Portelli et. al, 2017[99J, aponta,
relativamente a investigacdes acerca dos efeitos de "ELF magnetic field exposure on animal
or human cellular calcium release, uptake, fluctuations, or homeostasis in vitro without the use of
pharmacological inhibitors", a existéncia de 33 conjuntos de condicdes iniciais distintas. No caso
de estimulagdo CC de células osteogenéticas, e apds a aplicacdo de um conjunto de critérios

de inclusio e de exclusdo, Meneses et.al, 202283 reportam a existéncia de 8 setups diferentes
entre si, de um universo de 20 estudos distintos. Aliado a este facto, a literatura mostra-se
também incompleta no que concerne a quantificacdo (e posterior inclusao da sua influéncia) de
diversos outros parametros passiveis de introduzir variabilidade experimental, caso ndo sejam

99

corretamente monitorizados®?, e.g., medicio de gradientes de temperatura e vibragio in situ,

que introduzem efeitos biol6gicos quantificéveislloo], sdo raramente fornecidos.
Relativamente aos campos eletromagnéticos propriamente ditos, é rara uma medigdo
quantitativa destes, optando-se, na maioria das vezes, pela sua estimativa: "In all these studies
the E-Field values reported were calculated, not measured- Meneses et.al, 2022; "detailed experimental
system descriptions were rare- Portelli et. al, 2017. Cumulativamente, os valores reportados
correspondem, regra geral, a sobre-estimativas, em parte pela utilizagdo incorreta de conceitos

3]

fisicos para estimativa da intensidade dos mesmos™!. Como se tal ndo fosse suficiente, a ja
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mencionada heterogeneidade de intensidades e frequéncias associadas aos sinais aplicados,
decorrente da adaptacdo dos regimes de estimulagdo aos aparatos especificos de cada caso e aos
resultados pretendidos torna extremamente dificil o estabelecimento de relagdes causa-efeito
entre o regime de ES fornecido e os comportamentos observados, resultando na profunda
incompreensdo dos mecanismos que ditam esses mesmos comportamentos que continua a
permear a drea de TE.

Daqui se percebe a necessidade em existir um esfor¢o da comunidade cientifica no sentido
de uniformizar os regimes de ES aplicados, mas também um fornecimento detalhado das
condigdes experimentais que se possam mostrar biologicamente relevantes. Esta é a tinica via
a ser tomada caso se pretenda que observagdes consistentes, decorrentes de aplicacdo de ES
a condig¢des iniciais reproduziveis e replicaveis, possam ser promovidas a conhecimento e a
factos cientificos aceites. Pode ainda acontecer que as incertezas associadas a determinados
parametros ultrapassem niveis que permitam a reproducéo fidedigna das condi¢des a que
é sujeito o biomaterial, 0 que se pode mostrar como uma fonte de dividas relativamente
a qualidade dos resultados que sdo reportados e das relagdes causais que se pretendem
estabelecer. Nesta perspetiva, é incontestavel que um dos principais aspetos a ter em linha
de conta relativamente a ES diz respeito a minimiza¢do de possiveis fontes de incerteza, e
ao fornecimento de medidas concretas e rigorosas que permitam quantificar essas mesmas
incertezas, de modo a permitir a reprodutibilidade das condigdes iniciais e a aplicagdo de
regimes de estimulacdo idénticos, dentro dos limites desejados.

Assim, num futuro préximo, qualquer estudo que se proponha a postular a influéncia
direta que determinado regime de ES surte em tecido celular especifico, deve reconhecer a
priori a complexidade associada ao comportamento celular e aos mecanismos que lhe sdo
subjacentes, mas também ao papel que uma pandplia de fatores externos pode ter na sua
definicio. E este conjunto enorme de varidveis passiveis de ditar outcomes distintos que
conduz a conceitos como a necessidade de comparar os resultados experimentais com aqueles
fornecidos por simulagdes numéricasi??. Mais ainda, como forma de minimizar a incerteza
associada aos campos eletromagnéticos a aplicar, a solugdo pode passar pelo design dos setups
experimentais com recurso a abordagens numéricas, permitindo antecipar os ranges de
valores passiveis de serem assumidos por essas grandezas. Outra pratica a ser assumida diz
respeito a medicdo direta dos campos formados, e ndo a sua estimativa; caso tal ndo se mostre
possivel, pode proceder-se ao cédlculo indireto destas grandezas, com recurso a medicdo de
quantidades fisicas que as permitam calcular (e.g., cdlculo de tensdo aplicada e corrente ao
longo do setup, em estudos CC[3J). A uniformidade que pode decorrer de todos os pontos aqui
levantados, caso estes sejam respeitados, mostrar-se-& como uma peca central na compreensdo
dos efeitos que a ES pode ter quando aplicada a tecido celular, possibilitando a redacdo de
protocolos de estimulacdo que fornegam os resultados pretendidos, dando mais um passo
rumo a incorporacado dos biotecidos desenvolvidos in vitro em seres vivos.

15



3 Materiais e Métodos

3.1 Biorreator

Pelo facto de a presente dissertacdo estar inserida no ambito dos projetos de investigagdo
FCT-Stimuli2BioScaffolds: Optimizagdo de estimulos em BioScaffolds: da modelagdo numérica aos
testes in vitro (PTCD/EME-SIS/32254/2017) e OptiBioScaffold: Optimizacdo de estimulos em
scaffolds bitecido: da modelagio matemdtica e computacional a validagdo experimental (PTCD/EME-
SIS/4446/2020), o biorreator foi previamente disponibilizado.

Este corresponde a dois elétrodos capacitivos formados por filmes de ITO PET (filmes
de poliéster de 175 um revestidos por 6xido de indio e estanho), 33 x 22 mm, separados
entre si de 20 mm, que sdo colados a uma estrutura 3D impressa para o efeito com recurso
a dimetil-polissiloxano (Sylgard Elastomer Kit, aplicado numa proporcdo de 10:1 (m/m) de
base para endurecedor). A estrutura 3D é impressa com filamento C8 (3D4Makers, Holanda),
e impressa com recurso a uma Ender 3 S1-Pro (Creality, Shenzen, China). O espaco entre os
elétrodos é preenchido com um meio de cultura basal (Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, GIBCO™, Thermo Fisher Scientific), suplementado com 10% V/V de soro bovino
fetal (FBS, GIBCO™, Thermo Fisher Scientific) e 1% V/V de penicilina-estreptomicina (pen-
strep, GIBCO™, Thermo Fisher Scientific)), sendo a drea de elétrodo exposta igual a 20x20 mm.
Apresentam-se de seguida as vistas frontal e superior do biorreator, assim como as propriedades
elétricas de cada material constituinte do mesmo.

(87

Figura 6: Vista frontal do biorreator Figura 7: Vista superior do biorreator

Tabela 5: Propriedades elétricas dos materiais constituintes do biorreator

Material Propriedades

Meio de Cultura Condutividade Elétrica: 1.5 S - m~!
Permitividade Relativa: 80.1102

Elétrodo - ITO Condutividade Elétrica: 106 S - m—1
Permitividade Relativa: 1

Elétrodo - PET Condutividade Elétrica: 10721 § -1

Permitividade Relativa: 3
Estrutura do Biorreator - C8 Condutividade Elétrica: 10721 S - m—1
Permitividade Relativa: 2.7

3.2 Simula¢des Numéricas

Todas as simula¢des numéricas sdo levadas a cabo no software TINA-TI (Texas Instruments,
Dallas, TX, EUA). Nas que concernem ao moédulo de amplificagdo principal, constituido
por 3 OPA462, é necessdria a importacdo do modelo Spice para o TINA-TI, disponivel em
https://www.ti.com/product/0PA462#design-tools-simulation. Para calculo das curvas
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carateristicas de transferéncia AC e DC, utilizam-se todos os parametros predefinidos de andlise.
As simulagdes respeitantes ao pré-amp e a malha de retificagdo do sinal para inje¢do no Arduino
seguem 0s mesmos pardmetros predefinidos. Os resultados simulacionais apresentados para o
conjunto pré-amplificador e médulo de amplificagdo principal exigem a alteracdo da ordem de
integracdo do método para 3.

3.3 Criacido de GUI

A GUI desenvolvida corresponde a uma Windows Forms App escrita em C#, com recurso
ao Microsoft Visual Studio (Microsoft, Albuquerque, NM, EUA). Dada a natureza open-source
do projeto, é possivel a obtencdo da mesma mediante contacto com o autor da presente
dissertacac}

3.4 Implementacdo Fisica do Estimulador

A implementagéo fisica do estimulador tem como base o gerador de sinais EVAL-AD9833
(Analog Devices, Wilmington, MA, EUA), cujo controlo é possivel gragas a placa EVAL-SDP-
CB1Z (Analog Devices). Ao pino de saida do primeiro é ligado um adaptador SMB/SMA,
seguido de mais um adaptador SMA/BNC, e finalmente de um adaptador BNC/CAT5. Deste
altimo retira-se o sinal a injetar no pré-amp. O pré-amp corresponde a um OPA637 (Texas
Instruments) de encapsulamento PDIP, utilizando-se em conjunto com este um condensador
de tantalo 47 uF, 6.3 V (Philips, Amesterddo, Paises Baixos). O médulo de amplificagdo
principal é constituido por 3 OPA462EVM (Texas Instruments) , que operam em conjunto
com um condensador 0.1 muF, 400 V (Vishay, Malvern, PA, EUA). Para o potenciémetro
utiliza-se um 35905-2-104, 2 W, 100 k) (Bourns, Riverside, CA, EUA); como relé, opta-se pelo
V23026-A1001-B201 (Siemens AG, Munique, Alemanha), e o diodo de retificagdo e Zener da
malha de realimentacdo correspondem a um UF4007 (Vishay) e a um BZM55C4V7 (Vishay),
respetivamente. Utiliza-se ainda um Arduino UNO (Arduino, Monza, Itdlia). Todo o conjunto
pré-amp, amp e malha de retificagdo sdo montados numa breadboard RH-53 (K&H, Nova Taipé,
Taiwan).

3.5 Determinacdo da Largura de Banda

A exequibilidade do conjunto gerador de sinais e circuito de amplificagdo escolhidos é
testada com base na BW configurada pela implementagdo pratica do conjunto. A qualidade da
implementagdo parte da andlise dos diagramas de Bode de magnitude e fase, sendo que os
pontos experimentais que os configuram sdo obtidos com recurso a um osciloscépio digital
MS04022 (Rigol, Suzhou, China) através dos métodos que a seguir se descrevem.

3.5.1 Diagrama de Bode de Magnitude

Ao canal 1 do osciloscépio conecta-se o sinal a entrada do pré-amp, Vj,, sendo o sinal a
ser injetado nos elétrodos, V,,:, conectado ao canal 2 do mesmo. E efetuado um varrimento
em frequéncia, para f € [1, 50000] Hz, obtendo-se a amplitude de Vj, e Vo para todas as
frequéncias. Para cada frequéncia, é guardada num dispositivo de armazenamento externo
a forma de cada um dos sinais num ficheiro .CSV, a fim de efetuar posterior ajuste. O ajuste
é efetuado para todos os sinais recuperados a uma funcao da forma a - sin(bx + ¢) + d, para
a,b, c e d parametros do ajuste, segundo o método dos minimos quadrados, a fim de retirar
novo valor de amplitude. O valor final de amplitude apresentado corresponde a média dos
valores dados pela medicdo direta no osciloscépio e pelo ajuste, sendo o erro associado dado
pela soma em quadratura da incerteza associada a cada um dos valores.

3Email: hugo2311.ht@gmail.com
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3.5.2 Diagrama de Bode de Fase

E conectado o sinal a entrada do pré-amp ao canal 1 do osciloscépio, enquanto que o sinal
a ser injetado nos elétrodos é conectado ao canal 2. Efetua-se um varrimento em frequéncia,
para f € [1, 100000] Hz, obtendo-se, para cada f, o desvio At [s] configurado por dois pontos
de Vj, e V,ut em igual fase de oscilagdo. A conversdo para o desvio de fase em graus é feita
segundo a férmula habitual

Pshift(°) =360 - At - f 1)
3.6 Campo Elétrico no Biorreator

Comecga por se efetuar uma medicdo da impedancia do biorreator com recurso ao circuito
de auto-balancing bridge que se apresenta de seguida:

Figura 8: Circuito de auto-balancing bridge. DUT representa o dispositivo em teste (neste caso o
biorreator), e Vi, e Vy as tensdes a amostrar para determinagao de Z,

Denominando por [, a corrente através do biorreator e por 5 a corrente que flui através da
resisténcia Ry, e lembrando que o op-amp opera mantendo a sua entrada inversora a GND,
pode escrever-se

VY
k=7, —If_Rf @)
, permitindo calcular o0 médulo da impedancia do biorreator através de
Vi
Z,| = R,-2

O op-amp utilizado corresponde a um OPA637 (Texas Instruments) encapsulamento TO-99,
utilizando-se para Ry resisténcias de valores 2 M(), 100 k() e 10 k() (diminui-se o valor de
Ry a medida que diminui a impedéancia do elétrodo, de forma a obter maior precisdo nas
medicdes; regra geral, o valor de Ry deve estar compreendido entre 0.1x e 10x o valor do

modulo da impedéncia a medirllml). Vin € V; sdo amostrados nos canais 1 e 2 do osciloscépio,
respetivamente, para um varrimento de frequéncias f € [10, 28000] Hz. Para cada frequéncia,
adquirem-se dados para V;,, = {10, 7.5, 5, 2.5, 1} V. Obtido o médulo da impedancia
do biorreator para as diversas frequéncias, calcula-se a corrente I através do elétrodo para
aplicacdo de uma tensdo V (I = V/|Z,|), sendo a magnitude do campo elétrico no meio de
cultura |E,,| dada por

I 4)

, para | Zyc| e Iye 0 médulo da impedéncia e a espessura do meio de cultura, respetivamente.

18



4 Resultados e Discussao

4.1 Projeto do Circuito de Amplificacao
4.1.1 Campo Elétrico no Biorreator

Pelo facto de a presente dissertagdo estar inserida no d&mbito dos projetos de investiga-
¢do FCT-Stimuli2BioScaffolds: Optimizagdo de estimulos em BioScaffolds: da modelagdo numeérica
aos testes in vitro (PTCD/EME-SIS /32254 /2017) e OptiBioScaffold: Optimizacdo de estimulos em
scaffolds bitecido: da modelagdo matemdtica e computacional a validagdo experimental (PTCD/EME-
SIS/4446/2020), ambos coordenados pela Professora Doutora Paula Pascoal-Faria, foi pre-
viamente disponibilizado o biorreator e meio de cultura aos quais o estimulo elétrico seria
aplicado. Como avangado por Meneses et. al, 2017, "o setup experimental pode ser modelado como um
sistema multicamadas com geometria cilindrica, com duas placas metdlicas separadas do meio de cultura
por isolantes elétricos (...) "Bl Assim, recuperam-se de seguida as implicagdes mais relevantes
que tal facto configura.

Neste tipo de geometria, o campo elétrico presente numa camada é uniforme, o que
configura as seguintes expressdes para a resisténcia, R;, e capacitancia, C;, de uma qualquer

camada i l
i

Ri=pi~% ©)

¢ =24 ©
i
, onde € é a constante de permitividade do vacuo, e onde p, I;, A e €, sdo, respetivamente,
a resistividade, espessura, drea de secgdo transversal cilindrica e permitividade elétrica da
camada em questdo.
Resulta também que a corrente I que atravessa o sistema é, devido a conservagao de carga,
idéntica em todas as camadas, relacionando-se com a diferenca de potencial V em cada camada

através da lei de Ohm:

Vi=21 )

,onde Z; é a impedancia da camada i. Por sua vez, cada camada pode ser eletricamente
modelada como uma resisténcia e um condensador em paralelo, resultando

1 1 1
Z_T&+TC (8)

1

, para Zg e Z¢ a impedancia de uma resisténcia e condensador genéricos. Sendo

Zr =R )
1
Zc = C (10)

,onde j = v/—1ew = 27f representa a frequéncia angular do sinal sinusoidal aplicado ao
sistema, [f] =Hz. Resulta, substituindo em (§)), que
R;(1 — jwC;R;
z; = Rill = jwGiRi) (11)
1+ w2C?R:
Assim, todo o sistema pode ser visto como 5 circuitos RC em série, um por cada camada -
Figura E}a. No que concerne a impedancia total, Z;,,, esta é apenas a soma da impedancia de
cada camada,

Ziotal = Zzi (12)
i
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Figura 9: a. Modelo de circuito RC para as 5 camadas do biorreator; b. o circuito completo

pode ser reduzido as suas trés partes constituintes mais relevantes sem perda de exatidao.

Legenda: ele-elétrodo, iso-isolante, mc-meio de cultura [adaptado de BJ]

Sabe-se ainda que a impedancia dos elétrodos é extremamente reduzida, facto que deriva
da elevada condutividade dos metais, pelo que a queda de potencial ao longo destes pode ser

desprezadal?’] - Figura @b. Podemos recuperar a lei de Ohm para obter a corrente que flui no
sistema em func¢do da diferenca de potencial aplicada entre elétrodos, ou seja

V= ZtotalI (13)
, 0 que permite ainda escrever (recuperando (7))

Zi
Ztotal

Vi 1% (14)

Finalmente, a magnitude do campo elétrico na camada i é dada por

vl _ 1z

Eil = li li

I (15)

Como apontado na Secgao os campos elétricos a aplicar em TE devem poder alcangar
magnitudes de 10000 V/m, enquanto que o sinal sinusoidal que lhes da origem deve ter a
sua frequéncia compreendida no intervalo de 7.5-60000 Hz. Assim, e utilizando o formalismo
tedrico até aqui apresentado, pode ser calculada a magnitude do campo elétrico existente
no meio de cultura em fungdo da drea de sec¢do do biorreator, da permitividade elétrica,
condutividade elétrica e espessura de cada camada e da amplitude e frequéncia do sinal
sinusoidal aplicado. Relembra-se que a condutividade ¢ se relaciona com a resistividade
através de ¢ = 1/p. A Tabela [f] apresenta o calculo da amplitude do sinal a injetar para
obtengdo de alguns valores tipicos de magnitude do campo elétrico em TE, para o biorreator
em questdo.
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Tabela 6: Calculo da amplitude do sinal sinusoidal necesséria para obtencdo de campos elétricos
tipicos de TE no biorreator, para vérias frequéncias, f. As células a vermelho representam
amplitudes muito dificeis de obter na pratica. Todos os valores estdo em V(Volt)

fHz] |E| [V /m]

3x 1074 5x 1072 2 104
10 94.5 1575 x 10*  10° 3.18 x 10°
102 9.45 1575 x 103 628 x 10*  3.16 x 108
108 0.945 157.2 6.28 x 103 3.15 x 107
104 945%x 1072  15.12 628 3.15 x 10°
6x10* 1575x1072 262 105 5.25 x 10°

A anélise rapida da Tabela [6| permite concluir desde j& que o limite avangado para a
ocorréncia de eletroporacgdo é, no caso do biorreator em questdo, praticamente impossivel
de ser atingido para a gama de frequéncias dentro da qual o estimulador deve ser capaz
de operar. Descarta-se a possibilidade de atingir a magnitude de campo elétrico necessaria
a ocorréncia do fendmeno para o estimulador em questdo, visto tal facto exigir, na prética,
um dimensionamento completamente distinto - relembra-se que o estimulador deve ser o
mais abrangente possivel no que concerne a varrimentos de ganho e frequéncia de forma
independente; caso se pretendesse observar-se o fendmeno de eletroporation, o estimulo a
aplicar deveria ter origem numa onda sinusoidal de frequéncia bem mais elevada que o limite
postulado.

Pretende-se, portanto, um varrimento em frequéncias que atinja um maximo de aproxima-
damente f,,y = 60 kHz, e um varrimento em ganho que permita obter sinais sinusoidais com
amplitudes de até V,,;c = 150 V .

4.1.2 Dimensionamento do Amplificador

Pretendendo alcancar um sinal sinusoidal com as carateristicas supra-mencionadas, torna-se
imperativa a escolha de um amplificador capaz de produzir saidas de +=150 V para frequéncias
proximas dos 60 kHz. Ap6s extensa pesquisa, optou-se pela utilizacdo do OPA462 - a escolha
justifica-se pelo suprir das exigéncias do projeto a um nivel considerado satisfatério por um
valor monetdrio relativamente baixo (~ 20 €), ndo colocando em cheque a natureza low-cost
embuida na génese da presente dissertagdo. Destacam-se da sua datasheet 103 as seguintes
carateristicas:

Vs =490 V

Ip = +45 mA

Aor =135dB

GBWP = 6.5 MHz

SR=32V/us

Croap = 200 pF

O primeiro parametro merecedor de destaque diz respeito a tensao de alimentacdo do

OP-AMP, Vs = +90 V. Obviamente que tal parametro configura, na pratica, a impossibilidade
de serem alcangados os 150 V desejados com um tinico amplificador. Contudo, e utilizando o
mesmo amplificador de alta-tensdo, existem métodos que permitem aumentar a gama da saida.

Uma dessas solugdes passa pela utilizacdo de 3 OP-AMPs, com recurso a bootstmppin na
configuragdo que a seguir se descreve.

“utilizagdo do termo no sentido lato, significando apenas que se utiliza parte da saida como entrada de um
mesmo sistema
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Comegamos por notar que, relativamente a GND, a magnitude de Vs pode exceder o valor
maéximo apresentado na datasheet, desde que a diferenca de potencial entre os dois pinos de
alimentacdo ndo exceda esse mesmo valor. De forma mais explicita, é possivel alimentar o
OP-AMP com V, =300 v e V_ =120V, por exemplo, visto a diferenga de potencial entre os
dois pinos ser ainda de 180 V. Contudo, ao utilizar este tipo de configuragdo, é importante
notar que tanto a entrada como a saida do circuito tém que estar contidas dentro da regido de
operagdo definida por essas mesmas tensdes de alimentagdo, sob risco de dano permanente do
amplificador. Assim sendo, pode ser utilizado o seguinte circuito:

g
RE 100k
T

A
R7 100k

R1 10k

RL 5,7k

L
RE 100k

Wi 1g0 V2180

Ve HNT””T' o | )

R3 10k

ity
RS 100k

Figura 10: Solugdo para o amplificador de HV com utiliza¢do de trés OPA462

O amplificador principal diz respeito a U1, e é responsavel por amplificar o sinal de entrada
aqui representado por VG1. Este encontra-se em configura¢do ndo-inversora, com uma malha
de realimentagdo dimensionada para obter um ganho de 10 V/V. Relembre-se que, para a
presente configuracdo, o ganho é simplesmente dado por

Ay =1+22 (16)

Os pinos de alimentacdo V, e V_ de Ul estdo, por sua vez, conectados as saidas dos outros
dois OP-AMPs, U2 e U3, que se encontram responséveis por definir a gama de tensdes de
alimentagdo, e consequentemente o intervalo de magnitudes que podem ser assumidas pelo
sinal a ser amplificado. No que concerne a U2 e U3, estes encontram-se configurados como
seguidores de tensdo, sendo essa tensdao configurada pelos divisores de tensdo (formados pelos
pares Rq/R7 e Rg/Rg) presentes entre o output de Ul e as tensdes de alimentagdo externas (Vs,
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no caso de U2, Vs_ no caso de U3). Deste modo, para Vp o output de Ul e Vs, as tensdes de
alimentacdo externa do circuito, resulta para as suas tensoes de alimentacdo V; e V_

Vi =t 2 (17)

A equacdo anterior permite conceber o mecanismo através do qual o circuito possibilita
alcancar saidas para 14 dos £90 V postulados por um tinico OP-AMP: se U1 tentar fornecer,
por exemplo, uma tensdo a saida Vp para la dos 90 V, o numerador de garante que, por um
lado, V. <90 V e que, por outro, V_ > —90 V ; como o ponto de referéncia para defini¢do de
ambas as tensdes é o mesmo (V)), ocorre na préatica um desvio vertical do intervalo de tensdes
de alimentacdo de Ul, garantindo que a saida é sustentada. Podemos corroborar este raciocinio
com recurso a uma simulagdo no TINA-TL.

Para o efeito, reproduz-se o circuito da Figura [I0|no simulador. Apresentam-se de seguida
os resultados da simulagdo para a injecdo de um sinal sinusoidal de amplitude +£15 V e
frequéncia f = 100 Hz.

20000 —

v+
V-
VG
o)

100.00—

0.00—

Voltage (V)

-100.00—

-200.00 I I I

0.00 5.00m 10.00m 15.00m 20.00m
Time (s)

Figura 11: Tensdes no circuito para inje¢do de sinal da forma s(t) = 15 sin(27ft) . V.,
representam, respetivamente, as tensdes de alimentacao do amp principal; VG1 diz respeito ao
sinal injetado, enquanto que V_O corresponde ao sinal a saida do circuito de amplificacdo.

200.00 —

V+
. V-
V.0

Vs

100.00—

0.00—

Voltage (V)

-100.00—

-200.00 ———— T ——

-20.00 -10.00 0.00 10.00 20.00
Input voltage (V)

Figura 12: Curva carateristica de transferéncia DC para o circuito de 3 OP-AMPs, para o
intervalo de V;, € [—15,15] V - resultado da simulag&o.
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Relativamente ao circuito dos trés OP-AMPs, destaca-se ainda o papel do condensador de
contorno C1, que garante tensdes de alimenta¢do mais estdveis a Ul pela filtragem de qualquer
oscilagdo ndo desejada que esteja presente na saida de U2 e U3. O valor de 100 nF deriva
apenas de resultados estdveis do circuito tanto em contexto simulacional como pratico, ndo
tendo existido nenhum dimensionamento especifico para o componente em questao.

Afastado o problema das tensdes de saida, podemos concentrar-nos na BW que o amplifica-
dor podera configurar para o ganho escolhido (10 V/V). Recuperamos o valor do GBWP, que
no presente caso assume o valor de 6.5 MHz. Resulta que

GBWP 6.5 MHz

Gain 10 = 650 kHz

BW =

, valor uma ordem de grandeza superior ao desejado. Contudo, tem que ser também
tomado em linha de conta o valor de SR, para garantir uma saida com auséncia de distorcao.
Para o OP-AMP em causa, e relembrando que, gragas a configuracdo da Figura (10| é agora
possivel obter sinais a saida de amplitude V,,x = £150 V, resulta

Slew Rate - 32

27T Vinax T 27-150 x 106 = 33954.06 Hz

fmax =

Este fator apresenta-se portanto como o mais impeditivo no que concerne a largura de
banda BW passivel de ser atingida pelo estimulador, resultando que

BW =~ 34 kHz

4.1.2.1 Resisténcia de Carga e Corrente Pedida ao OP-AMP

Outro parametro a analisar diz respeito a corrente maxima que o OP-AMP é capaz de
fornecer, que assume o valor de Ip = +45 mA. Para perceber a viabilidade de utilizagdo
do presente circuito de amplificagdo em conjunto com o biorreator disponivel, é necesséaria
a analise tedrica da resisténcia de carga que este introduz. Mais ainda, e visto pretender-se
também o varrimento em ganho por parte do estimulador (recordando que a amplitude do
sinal de saida do amplificador é constante e igual a 150 V) sera introduzido um potenciémetro a
saida do modulo de amplificacdo como forma de controlar a tensdo a ser injetada nos elétrodos:

a. b.

pédulo de Médulo de
Amplificagdo Amplificacao 1

--------

N
aN

Elétrodo i POT-p z Elétrodo

| l L _- J_

Figura 13: a. Representacdo esquemadtica da resisténcia de carga na saida do médulo de
amplificacdo; b. Circuito equivalente, onde se visualiza o potenciémetro como duas resisténcias
distintas. Legenda: POT-valor de resisténcia médxima do potenciémetro, p-valor da resisténcia
assumida pelo potenciémetro, Z,-impedancia de um elétrodo
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Para p o valor de resisténcia a ser assumido pelo potenciémetro, pode ser feita a analise
dos dois casos limite:

* nocasoemque p =0(),

Médulo de
Amplificagdo

Figura 14: Célculo da resisténcia de carga Ry para p = 0 ). Resulta que que R; =
(Ze || POT) = 1 = V/Ry = 150/(Z, || POT). Legenda: POT-valor de resisténcia ma-
xima do potenciémetro, Z.-impedancia de um elétrodo

* no caso em que p = POT (),

Médulo de

Amplificagdo | L fe=seeescmascaneannnnnns,
: "R,
: 2 PoT :

Elétrodo zé

Figura 15: Calculo da resisténcia de carga R; para p = POT ). Resulta que R; = POT
(visto o elétrodo estar curto-circuitado). A implicagdo é que I = V /R = 150/POT. Legenda:
POT-valor de resisténcia maxima do potenciémetro, Z,-impedéncia de um elétrodo

Para p € [0,POT], a andlise é mais complexa. O circuito da Figura [13| pode comegar por ser
interpretado como um divisor de tensao:
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a. b.

Médulo de
Amplificagdo
Médulo de
P Amplificagio |
R
..................................... . @
POT-p g Elétrodo ze

Figura 16: a. Pode ser definida a resisténcia equivalente R, = [(POT — p) || Z.]; b. Divisor de
tensdo. Vg, representa a tensdo ao longo de R, e I a corrente pedida ao médulo de amplificagao.
Legenda: POT-valor de resisténcia maxima do potenciémetro, p-valor da resisténcia assumida
pelo potenciémetro, Z.-impedancia de um elétrodo

Relembra-se que Z, é uma impedancia complexa, podendo ser representada por Z, =
|Zc|e/?. Resulta que

Z,(POT — p) |Z|(POT — p)[cosg +j-sinp] _ w
Re = = T =5 (18)
Z:+POT —p  |Z(cosp+j-sing)+ (POT—p) B
, onde
|af = [Ze|(POT — p) (19)
1Bl = /(1 Zelcosg + POT — p)2 + (|Z|sing)? (20)
_ Zlsing
g = arctan ( Z|cosg + (POT — p) (21)
Podemos reescrever R, como
R, = ‘g‘ej(q)eﬁ) (22)

. . . .. - =
Aplicando agora o divisor de tensdo, e definindo a tensdo ao longo de R, como Vg, a
tensdo a saida do médulo de amplificagdo como V = Vel™, e Z = (p+ R,) = eel”

V—RZ:foRe \7’2’13](4) 05—7) — Vef”’t’ﬁ’ie]("’ 05—7) ‘ﬁ‘ ip+ot=0-7) (23
Como mencionado, Z = (p + R.) = ee/”, onde
6:\/<’;’cos(¢—9ﬁ)+p) (‘ﬁ‘sm ¢ —0p) )2 (24)

%|sin(e —0p) ) 5)

¥ = arctan(
’%‘COS((P_Q/?) +p
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Finalmente, vem

1%
Vi, :RE[V_RZ] = 6‘;)005((p+wt—9ﬁ—7) (26)
H
7 YR _ V&) itprut-o5-)  |B|-ito-05) _ Y iwr—y)
I_Re_e‘ﬁ‘e ’ ‘zx‘e ' e 27)
1%
[ =Re[l] = zcos(wt —7) (28)

Sendo carateristica desejavel do estimulador a possibilidade de existirem varias saidas
idénticas, a corrente pedida pela introdugdo de n elétrodos em paralelos pode ser calculada
de forma quase instantanea ap6s o formalismo até aqui desenvolvido. O primeiro passo sera
definir uma nova resisténcia equivalente R}:

Module de
Amplificaghio
— Médulo de
p ; g [— Amplificaglio |
1 R N—————— Re
: I = ]
POT-p 3 Ild:vd- ."i tm;m zh :m:a, a .

Figura 17: Introducdo da resisténcia R) para n elétrodos. Legenda: POT-valor de resisténcia
maxima do potenciémetro, p-valor da resisténcia assumida pelo potenciémetro, Z.-impedancia
de um elétrodo

Resulta que
R, = [(POT = p) [| Zey |Zey [] () [] Ze,]

No presente caso, todos os elétrodos sao idénticos, pelo que vem

R — |Z¢|(POT — p)[cosp + j - sing]

¢ = [ Z[[cosq + j - sing] + 1 - (POT — p) 29)

Assim, a introdugéo de n elétrodos apenas implica a redefini¢do dos valores de |B| (equagdo

(20)) e de 65 (equagao (21)) como

Bl = \/(1Zelcosg + n - (POT — p))2 + (|Ze|sing)> (30)
;o | Ze|sing
05 = arctan < Zulcosg + 1+ (POT = P)) (31)

Apresentam-se de seguida os resultados para o potenciémetro em uso e o biorreator em
questdo, para a utilizacdo de até 10 elétrodos. Na determinagdo dos resultados, tem-se em conta
o valor mais alto de tensdo passivel de ser atingido pelo estimulador, assim como a utilizacao
de uma frequéncia de f ~ 28 kHz (frequéncia maxima de funcionamento), visto ser esta a
combinacdo de pardmetros que configura maior corrente pedida ao médulo de amplificagao,

segundo .
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Corrente pedida ao médulo de amplificagao por elétrodo

g — 1 electrode

2 electrodes
—— 5 electrodes
—— 10 electrodes

loutput (MA)
w

T T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000
p Q)

Figura 18: Corrente pedida ao OP-AMP pelo conjunto potenciémetro + n elétrodos como
funcdo do valor do potenciémetro ,p, com 71, = 10. Utiliza-se Z, = 16.32 — j - 5.237 x 10° O
para calculo das curvas

Relembrando que Ip = £45 mA, conclui-se a possibilidade de utilizagdo do OPA462 para
alimentacdo do biorreator em uso. De facto, e efetuando o célculo para o potenciémetro em
uso, para um numero 1 de elétrodos idéntico aquele disponivel, o OP-AMP apenas deixa de
conseguir fornecer corrente ao conjunto para n = 56, o que vai muito além do ntimero de
outputs idénticos de um estimulador comum.

E ainda imperativo perceber os limites do potenciémetro em uso, especialmente no que se
refere a corrente maxima que pode o pode atravessar. Num circuito AC, a poténcia complexa S
é dada por (subcapitulo 11.6 de ([108])):

c rzms
2
5= Yo (32)

, onde Z* é o complexo conjugado da impedancia. No presente caso, ja& vimos que
Z = (p+R.) = e, resultando

A poténcia real é

P = Re(g) = VeferffCOS(GV — 9[) (33)
Neste caso, resulta, pela definicdo de poténcia real

V2
P = —cosy =

% Cosy

Vi
V22
, 0 que implica que

2P 1

Imﬂxpomntiomﬂter - 7COS’)/

(34)
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O potenciémetro em uso apresenta P =2 W, 1080 Lnax,uiomerer =~ 26.67 mA, valor inferior
a corrente maxima fornecida pelo médulo de amplificagdo, concluindo-se que o presente
potenciémetro apenas pode ser utilizado em conjunto com 32 elétrodos.

4.1.2.2 Capacitancia Introduzida pelos Elétrodos

A introdugdo de elétrodos a saida do médulo de amplificagdo introduz também uma
capacitancia ndo desprezavel. Resta saber se 0 OP-AMP possui capacidade para alimentar
essa mesma capacitancia. Recuperando a Figura [9}a, resulta que, para um tnico elétrodo
(Ciso1 = Cisoz = Ciso),

1 1 1 1 CisoCome

= + + — Celectrade = A5~ .~
Celectrode Cisol Cmc CisoZ Zcmc + Ciso

—4.73 pF (35)

A utilizacdo de n elétrodos em paralelo apenas configura um conjunto de capacitancias em
paralelo, resultando para a capacitancia total

Cload =n: Celectrode (36)
Nmax =42

200 A

150 +
™
&
=

£ 100
QO

50 A

O -

0 10 20 30 40

Number of electrodes

Figura 19: Cjy,; vs. n. Como supra-mencionado, Crpap = 200 pF. No que a capacitancia diz
respeito, 0 OPA462 poderia alimentar até 42 elétrodos em paralelo. Contudo, relembrando o
resultado obtido na secgdo prévia, conclui-se que a poténcia do potenciémetro em uso limita
este nimero a um maximo de 32.

4.1.3 Dimensionamento do Pré-Amplificador

Para a escolha e dimensionamento do pré-amplificador (abv. pré-amp) existe também uma
panoplia de requisitos que tém que ser cumpridos. Para além do baixo custo, é imperativo
garantir que este tem a capacidade de amplificar o sinal original até uma tensdo de 15V, de
forma a alimentar o circuito amplificador de alta-tensdo para obtencdo dos £150 V a saida
do mesmo. Ao mesmo tempo, o pré-amp deve ser também capaz de garantir a auséncia de
distor¢do do sinal para a gama de frequéncias a utilizar. Ponderando todos estes fatores, a
escolha recaiu sobre o OPA637 (= 92 €), cujos parametros mais relevantes, com origem na

datasheet 100 sz0 apresentados de seguida:
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V=415V
GBWP = 80 MHz
AoL = 120 dB

SR =135V /us

O pré-amp é utilizado em configuragdo ndo inversora:

W+
\K U1 OPAB37E
7o
y
{ | HV_IN
v. R250k
+ VG » W
@ 3 s
gg V115 V215
V- I—Ill}TI+ I v+

Figura 20: Circuito do pré-amplificador

A escolha dos valores das resisténcias da malha de realimentacdo tem obviamente em
conta a necessidade de ser obtido um ganho especifico. No presente caso, o sinal sinusoidal é
gerado por um AD9833. Consultando a pagina 12 da datasheet do componente em questéolloﬂ,
percebe-se que a tensdo da saida do gerador de sinais se situa por volta dos 0.6 V,;,, ou seja,
amplitude de 0.3 V, 0 que implica um ganho de 50 V/V.

Com o ganho em malha fechada de 50 V/V, resulta para a frequéncia de corte f. do pré-amp

fo GBWP 80 x 10° MHz
" Ganho  50V/V

~ 1.6 MHz

A BW configurada apresenta-se bastante superior a pretendida pelo estimulador, pelo
que se prossegue o dimensionamento. Na presenca de feedback, a frequéncia de corte do
amplificador para ganho em malha aberta, fj, é alterada segundo

fe=fo(1+ Aor-B) (37)

,onde B é o fator de realimentagdo da malha de feedback. Calcula-se fy através do ganho em

malha-aberta,
_ GBWP _ 80 x 10° MHz

fo Aor  100V/V

, 0 que permite, por sua vez, calcular B. Rearranjando (37) resulta

= 80Hz

R U
B = (fo ) v 0.019999 (38)
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Para a configuragdo utilizada, tem-se que

R
ﬁ_R1+R2

(39)

Escolhendo Ry =1 kQ), vem que R, = R1(1/B — 1) ~ 49 kQ). R3 estd presente no circuito

para eliminar as correntes de polarizagdo Ig, relacionadas com a saida do pré-amp Vp através
de

Vo = IB[(1+R2/R1)R3—R2] (40)

Tal implica garantir V nulo, resultando que

Rk
C Ri+R

3 (41)

No caso do presente dimensionamento, Rz = 980 ().
Relativamente ao SR do pré-amp, basta verificar que

fe SR 135x10°
- 2rvV 2m-15

~ 1.38 MHz

, limitando f, a este valor ao invés dos 1.6 MHz previamente avangados.
Para corroborar o correto dimensionamento, apresentam-se mais uma vez os resultados

obtidos com o TINA-TI, para simulagdo do circuito da Figura |20, para frequéncias da fonte
f=10Hze f = 60 kHz:

20.00—

VF1
VG1

NAAAAAN
VYUYV TV

-20.00—

Voltage (V)

\ [ : [ \
0.00 250.00m 500.00m 750.00m 1.00
Time (s)

Figura 21: Resultados da simulagdo para f = 10 Hz e V;, = 300 mA. VG1 e VF1 sdo,
respetivamente, o sinal injetado na entrada ndo-inversora do pré-amp e o sinal a saida do
mesmo.
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Figura 22: Resultados da simulacdo para f = 60 kHz e V;, = 300 mA. VG1 e VF1 sdo,
respetivamente, o sinal injetado na entrada ndo-inversora do pré-amp e o sinal a saida do
mesmo.

A andlise dos resultados simulacionais permite observar uma discrepancia de 0.48 V para
f =10 Hz e de 0.55 V para f = 60 kHz entre as amplitudes de 15 V pretendidas e aquelas
obtidas em ambos os casos. Contudo, relembra-se que, por se tratar de uma simulagdo
numérica, existem sempre erros de arredondamento inerentes & mesma, que podem em tultima
instancia conduzir a diferenca observada. Estes arredondamentos podem ser observados de
forma clara ap6s uma anélise mais atenta da Figura [22) onde se nota a definigdo de picos com
formas ligeiramente distintas, fenémeno indicativo dessas mesmas aproximagdes aquando
da resolugdo dos sistemas de equagdes que permitem observar a saida em causa. Além do
mais, durante todo o dimensionamento, existem também arredondamentos no célculo das
resisténcias necessarias, que podem contribuir para o comportamento observado nas figuras.
Relembra-se que a etapa simulacional apenas pretende confirmar o dimensionamento correto,
ndo podendo ser interpretada como uma representacdo correta da realidade pelos simples
facto de ndo acautelar todo o tipo de fendmenos que nesta se processam, e.g. a alteragdo
do ganho como fung¢do da temperatura. Por este motivo, e pela facilidade em corrigir esta
pequena alteragdo face ao postulado tedrico aquando da implementagéao fisica do circuito de
pré-amplificacdo (através da substituicdo da resiténcia de realimentacdo R, por uma de valor
ligeiramente maior), considera-se o dimensionamento como correto e prossegue-se para a
proxima etapa.

4.1.3.1 Acoplamento com o Gerador de Sinais e com o Estagio de HV

O gerador de sinais em uso apresenta um offset DC ndo desprezavel relativamente a GND,
pelo que é necessario garantir que o fendmeno é suprimido. Tal pode ser alcancado recorrendo
ao condensador de acoplamento, alterando o circuito do pré-amp para
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Figura 23: Inclusdo de um condensador de acoplamento no pré-amp para remogao do offset
DC introduzido pelo AD9833

O valor do condensador C; tem em conta que a frequéncia de cut-off f; ocorre para

Ry = C=-——— (42)

Como R3 = 980 () e pretendemos f; ~ 10 Hz, resulta que C; ~ 1.62 uF.

Para a conexdo do output do pré-amp com o input do estdgio de HV, a mesma metodologia
é seguida. Trata-se agora de calcular a resisténcia de entrada do circuito de HV. Relembrando
a Figura [10| percebe-se que o amplificador estd mais uma vez em montagem néo inversora,
pelo que a sua resiténcia de entrada R;f vem

Rif = Ri(l + AOL,B) (43)

,onde R; diz respeito a resisténcia de entrada na auséncia de feedback e B ao fator de feedback.
Como R; = Rs + Rj; + (R1||R2), onde Rg, Rjy e Ry e Ry sdo, respetivamente, a resisténcia de
entrada do sinal, a resiténcia de entrada diferencial do amp e as resisténcias constituintes da
malha de realimentagéo, e como (1+ AprB) = Ao/ A f, resulta que

90 k(- 10 k2 7 135dB

~ 13
0VKQ+10kQIT0V/V ™ 1070

Rif = [10 kQ 4+ 108 Q +

O célculo do condensador de acoplamento entre os dois estdgios, Cc, é também efetuado
recorrendo a , resultando, para f; = 10 Hz Cc ~ 2.6 x 10712 F; contudo, e visto o valor
ser tdo baixo (e impossivel de implementar na pratica) a necessidade de utilizagdo do mesmo
condensador de acoplamento é descartada.

Finalmente, resulta para o circuito de amplificacdo completo:
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Figura 24: Circuito de Amplificagdo completo

Apresentam-se de seguida os resultados da simulagdo para f = 120 Hz e f = 27 kHz. Em
ambas as simulagdes é introduzido um offset DC de 2 V para verificar a funcionalidade do
condensador de acoplamento.

VF1
VF2
VG1

TR AR
TUTVUTTnuvy

-200.00—}

200.00—

100.00—]

Voltage (V)

[ : \ \ : I
0.00 25.00m 50.00m 75.00m 100.00m
Time (s)

Figura 25: Resultados da simula¢do do amplificador completo, f = 120 Hz. Obtém-se, tal
como previsto, um sinal a saida de amplitude V ~ 150 V. VG1, VF1 e VF2 correspondem,
respetivamente, a tensdo do sinal injetado no pré-amp, a tensdo obtida a saida do pré-amp e a
tensdo no final do circuito de amplificagdo completo.
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Figura 26: Resultados da simulac¢do do amplificador completo, f = 120 Hz. Corroboragéo da
remogdo da componente de offset DC. Na imagem é visivel a interse¢do dos sinais de saida
do pré-amp e amp HV para y = 0 V. O mesmo ponto vertical corresponde a y = 2 V no
sinal original, o que prova a contribuicdo do condensador de acoplamento para bloqueio da
componente DC proveniente do AD9833. VG1, VF1 e VF2 correspondem, respetivamente, a
tensdo do sinal injetado no pré-amp, a tensdo obtida a saida do pré-amp e a tensdo no final do

circuito de amplificagdo completo.
-100.00 ; ; é ; é ; ; ; ; ; , ; ; ; ; ; ;
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Figura 27: Resultados da simula¢do do amplificador completo, f = 27 kHz. Mais uma vez, o
sinal a ser injetado nos elétrodos apresenta uma amplitude de V ~ 150 V. VG1, VF1 e VF2
correspondem, respetivamente, a tensdo do sinal injetado no pré-amp, a tensdo obtida a saida
do pré-amp e a tensdo no final do circuito de amplificacdo completo.
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Figura 28: Resultados da simulagdo do amplificador completo, f = 27 kHz. Detalhe do
fenémeno de clipping. Para frequéncias mais elevadas, a simulac¢do tende a configurar um
maior ganho para os amplificadores. Contudo, a gama da saida é limitada as tensdes de
alimentac¢do do amp, o que degenera numa deformacado dos extremos dos sinais, num fenémeno
denominado clipping. VG1, VF1 e VF2 correspondem, respetivamente, a tensdo do sinal
injetado no pré-amp, a tensdo obtida a saida do pré-amp e a tensdo no final do circuito de
amplificagdo completo.

4.2 Visualizacdo do Estado do Médulo de Amplificacdo - Interfacing com GUI

Neste ponto, o circuito de amplificacdo encontra-se completamente dimensionado e pronto
para ser implementado fisicamente. Além de possuir a capacidade de um varrimento de
frequéncias no intervalo de [10,34000] Hz sem qualquer tipo de degradagdo do sinal sinusoidal
a ser injetado nos elétrodos, o estimulador possibilita também um varrimento em ganho
para amplitudes de até 150 V através do ajuste manual do potenciémetro. Relativamente a
este tltimo ponto, torna-se necessario conhecer em tempo real o ganho corrente no circuito
de amplificagdo, de modo a melhor monitorizar as carateristicas do sinal a ser injetado no
biorreator. Para o efeito, é indispensavel aceder a saida do médulo de amplificacdo e perceber
a amplitude que o mesmo sinal possui. A solugdo desenvolvida passa pela injecdo do sinal
num Arduino UNO, responsavel por detetar o valor de tensdo correspondente ao pico do sinal
e transmitir essa mesma informacdo ao computador via interface série; depois de recebida,
a informacgdo é traduzida para os valores de tensdo correspondentes e apresentada numa
GUI desenvolvida para o efeito. Contudo, o sinal a ser injetado no Arduino nédo pode ser
uma réplica fiel da saida do médulo de amplificagdo, visto estarem as entradas analégicas
do micro-controlador limitadas & entrada de sinais na gama dos [0, 5] e 0 mesmo sinal
corresponder, no caso limite, a uma sinusoide com valores compreendidos entre os [—150, 150]
V.

4.2.1 Processamento da Saida

O primeiro passo para possibilitar a inje¢do do sinal no Arduino diz respeito a sua atenuagdo
para uma tensdo méxima de 5 V. Tal pode ser conseguido com recurso a um simples divisor de
tensdo formado por duas resisténcias genéricas Ry e Ry, que relacionam a tensdo de amostragem

Shttps://www.arduino.cc/reference/en/language/functions/analog-io/analogread/
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V; e a tensdo de saida V, através de

R;
Vo=V.—————
o lRl + Rz
Vi R1 Vo
4'A'A%s

- 2r,
| |

Figura 29: Divisor de tensdo para inje¢do do sinal de saida do médulo de amplificagdo no
Arduino. V; e V, sdo, respetivamente, as tensdes de amostragem e a tensao a saida do divisor
de tensio.

Como V; =150 V e se pretende V, =5V, para R; = 30 k() resulta que R, ~ 1035 Q).

A eliminagdo da componente negativa do sinal poderia ser conseguida com recurso a uma
ponte de retificagdo, que possibilitaria a transformacado do sinal AC dos elétrodos num sinal DC
a ser injetado no Arduino. Neste cendrio, todo o processamento do sinal seria feito de forma
analdgica, e o valor injetado na entrada analdgica do micro-controlador seria apenas uma
tensdo DC com ligeiras variagdes, mas que poderia ser lida de uma forma direta e praticamente
imediata. Tal cendrio ndo é exequivel no presente caso, visto ser a tensdo DC desenvolvida entre
dois pontos da ponte de retificagdo, e o Arduino ser alimentado via USB - significa isto que, na
prética, os valores de tensdo medidos nas entradas analdgicas serdo sempre referentes a GND,
ndo podendo esta referéncia ser alterada (visto ser dada pela comunicagdo USB que garante
também o fluxo de informagdo Arduino-PC). Deste modo, afasta-se a ponte de retificagdo, e
implementa-se um retificador de meia onda com recurso a um diodo de retificagio UF4007,
responsavel por eliminar a componente negativa do sinal. E utilizado ainda um diodo idéntico
entre a saida e GND, de modo a eliminar qualquer componente negativa no sinal a injetar que
possa resultar de uma eventual retificagdo defeituosa por parte do diodo, e um Zener com
Vz <5V de modo a acautelar eventuais overshoots na tensdo e proteger a entrada analégica do
micro-controlador.

Elétrodo D ZS 4 Zg %Rz

Figura 30: Representacdo esquematica do circuito para processamento do sinal para posterior
injegdo no Arduino
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Assim, o sinal a dar entrada no Arduino apresenta-se como um conjunto de sinusoides com
amplitudes < 5V e com a componente negativa truncada:

200.00 —

VF1
VG1
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JRIRTAIRI

-200.00 . I . I T I . |
0.00 250.00u 500.00u 750.00u 1.00m
Time (s)

100.00 —|

-100.00 —

Figura 31: Resultados da simulagdo no TINA-TI para o circuito da Figura |30, onde se percebe
claramente o efeito de retificagdo introduzido pelo circuito. Utiliza-se Ry = 30 k), Ry =1 k();
para D e D; sdo escolhidos os componentes 1N4935; para Z; escolhe-se o componente 1N5231B.
VG1 corresponde a tensdo de entrada e VF1 a tensdo medida nos terminais de Rj.

Pretende-se ainda que o sinal apenas seja injetado no Arduino se este se encontrar ligado,
como forma de proteger o DAC do mesmo. Tal pode ser implementado com recurso a um
relé (Siemens V23023-A1001-B201, no presente caso) cuja bobine pode ser alimentada por um
output do Arduino; a malha de retificacdo é entdo conectada ao terminal NO do relé, resultando
finalmente, para o conjunto Malha de retificagio+Arduino:

Relay NC_ R

NO 1 1
—AN B 0 AD_IN
- ARDUINOAREF [
- "UNO 13 SEE
Elétrod JRESEr  PwmbiiF y4
étrodo 4 RES WM D11
N R PWM D10 f Dz i\ 1N R
5V pwM D9 2
JGnhD pef
-1 GND
" 4 vin 7k
PWM D6
AD_IN ©—] A0 PWM DS
- Ja1 Daf
482 PwM D3
L 43 D2 f
- i v 1% Dif — — —
a5 rRX DO = = =

Figura 32: Malha de retificagdo para injegdo de sinal no Arduino

Obviamente que a inclusdo desta malha introduz uma corrente adicional pedida ao médulo
de amplificacdo. Esta pode ser facilmente calculada lembrando que essa mesma corrente, I,;,
corresponde aquela que flui através de Ry e Dy; podemos desprezar a impedéncia de D; (visto
que Zp, << Ry), resultando, para I,; (V, e V; correspondem as mesmas tensdes definidas na
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Figura 29),

=YooV Ry

R, - Ri\R{+ Ry

1,4 atinge o valor méximo para V; = 150 V, resultando L ;|max ~ —4.84 mA.

Recuperando o sinal a ser injetado no Arduino - da forma daquele representado na Figura
- é 6bvia a necessidade de interpretagdo do mesmo sinal: por se tratar de um conjunto de
pulsos sinusoidais, é necessario desenvolver um algoritmo capaz de identificar o valor méximo
presente em cada pico (correspondente a amplitude da sinusoide) a fim de perceber qual a
amplitude do sinal que se encontra a ser injetado nos elétrodos. Por este motivo, desenvolve-se
um script .ino, presente no Anexo de onde se destacam os pontos mais significativos para
compreensdo do algoritmo:

(44)

value[1] = analogRead(Pin); //Read the current value
// Using thres as the "zero" walue helps to filter out noise that might act
//as a false postitive for a zero stgnal

if (value[1] > thres && value[0] <= thres) //start of a non zero signal
{

LastPeak = Peak; //reseting last peak

Peak = value[ll; // the first value sets the Peak baseline
}

Comeca por se ler o valor presente no pino analégico (nimero entre 0 e 1023). Caso este
valor seja superior a um threshold previamente definido, assumimos o valor a entrada do
Arduino como o novo valor méximo. A condigdo value[0] <= thres garante que estamos no
comeco de um novo pico.

else if (value[1] > thres && value[0] > thres) // we are still reading the

//signal

{

if (valuel[l] > Peak) //if the recorded value ts higher than any other in

//the same signal - record it as a peak
{
Peak = valuell];

}

}

No caso de estarmos ja a obter informagdo acerca de um pico (garantida pelas condi¢des
impostas a value[0] e value[1]), e caso o valor corrente seja superior ao guardado em memoria,
o valor maximo do pico é atualizado.

if ( abs(Peak - LastPeak) > 0.5 * thres
%% abs(Peak - LastPeak) < thres
&% Peak != LastPeak) //writing the peak wvalue to serial

{
sprintf (buf, "%04d", int(Peak)); //making sure our number has always
//4 digits
val = String(buf);
Serial.print("V");
Serial.println(val);
}
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Finalmente, e se o valor méximo encontrado para o pico for distinto do tltimo méximo
comunicado ao PC, envia-se via interface série o novo valor encontrado. Esta operacdo é
efetuada sempre que existir uma diferenga significativa entre estes dois valores méaximos,
cendrio quantificado pelas condigdo abs(Peak — LastPeak) > 0.5 * thres; além do mais, garante-
se que os novos valores de pico encontrados sdo comunicados de uma forma néo abrupta (o
que espelha a alteracdo gradual dos valores do potenciémetro manual), através da condi¢do
abs(Peak — LastPeak) < thres. A comunicacdo via interface série é sempre precedida de um
identificador (carater "V"), e 0 nimero comunicado apresenta sempre 4 algarismos, de modo a
facilitar a interpretacdo da string numa instancia futura. Segue abaixo o diagrama de fluxo:

Inicio

Leitura do valor
presente na
entrada analdgica

value[1]>thres

value[0]<=thres

Guardar valor do dltimo
pico encontrado na
variavel LastPeak

l

Update do valor do pico
( Peak=value[1] ) <

abs(Peak-LastPeak) > 0.5*thres
&8& abs(Peak-LastPeak) < thres
&8& Peak |= LastPeak

Envio do valor do pico via
interface série

Figura 33: Diagrama de fluxo do script para detegdo de picos

40



O algoritmo pode ainda ser visualizado de forma gréfica:

\ a . b
y(v) ¢

value[o] value[0] .
i value[1] : value[1] :Peak - LastPeak

t(s) | t(s)

y(V) |

0.5%thres
thres: -

thres

Figura 34: Interpretagdo grafica do script para detegdo de picos. a. value[l] > thres e
value[0] <= thres garante que estamos no inicio de um novo pico; b. se value[l] > thres
e value[0] > thres, continuamos a ler valores de um pico. Caso se verifique que value[l] > Peak,
atualiza-se o valor do pico; c¢. O novo valor de pico s6 é comunicado ao PC caso a diferenca
entre este e o dltimo valor comunicado se encontre numa gama de valores que garanta uma
diferenga significativa, mas também uma evolugdo gradual. Legenda: value[0] e value[1] -
valores de tensdo medidos pelo Arduino, sendo que value[0] corresponde ao antigo valor de
value[1], thres-valor de threshold para afastamento de eventual ruido, Peak-valor méaximo do
pico atualmente em andlise, LastPeak-valor do altimo pico analisado.

4.2.2 Criacao de GUI

A GUI desenvolvida corresponde a uma Windows Forms App escrita em C#. O primeiro
ponto a ser tomado em linha de conta diz respeito a necessidade de verificagdo da existéncia
de uma comunicagdo Serial ativa entre o PC e o Arduino. S6 na eventualidade de tal premissa
se verificar verdadeira é que se procede a interpretacdo dos dados enviados pelo Arduino e
a sua apresentacdo. Assim, a primeira parte integrante da GUI diz respeito a um painel de
comunicagdo, cujo aspeto, funcionalidade e excertos relevantes do cédigo base se apresentam
de seguida:

gl Gain Control GUI - O x

Connection Panel Signal Amplitude
1 2
ESIZN I -
Baud Rt - [ETN -3

[ oo [ =

Status: Disconnected .5

Potentiometer Value

0 % Full Scale 100
0 % Full Scale 100

O +Ohms .. .. -

Figura 35: GUI desenvolvida para visualizacdo do ganho atual - pormenor do painel de
comunicagao.
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Para comunica¢do com o Arduino, é necessdrio comegar por clicar no botdo Scan Port. A
funcionalidade deste cinge-se a procura de todas as comunicagdes Serial existentes e a sua
apresentacdo na caixa de texto 2 (Figura . Caso néo exista nenhuma comunicagao listada, é
mostrada uma mensagem de erro.

Private
Handles
(..

Sub ButtonScanPort_Click(sender As Object, e As EventArgs)
ButtonScanPort.Click

)

ComboBoxPort.Items.Clear()
Dim myPort As Array

Dim

i As Integer

myPort = I0.Ports.SerialPort.GetPortNames()
ComboBoxPort.Items.AddRange (myPort)

i:
i=
Try

ComboBoxPort.Items.Count
i-i

ComboBoxPort.SelectedIndex = i
ButtonConnect.Enabled = True

Catch ex As Exception

End

MsgBox ("Com port not detected", MsgBoxStyle.Critical, "Warning !!!")
ComboBoxPort.Text = ""

ComboBoxPort.Items.Clear()

Return

Try

ComboBoxPort .DroppedDown = True

End Sub

A baud-rate pode também ser alterada com recurso ao menu drop-down 3 antes de estabele-
cida a comunicagdo, sendo 9600 o valor predefinido. A conexdo com o Arduino inicia-se com
o clique no botdo Connect, que tem como fungdo o estabelecimento da conexdo, com recurso
a invocacdo das fungdes SerialPort1.Open() e TimerSerial.Start(). No caso de estabelecimento
correto da conexdo, o mostrador de estado 5 muda para Connected e a cor do quadrado para
verde. Caso sdo seja possivel estabelecer comunicagdo, é mostrada nova mensagem de erro.

Private Sub ButtonConnect_Click(sender As Object, e As EventArgs) Handles
ButtonConnect.Click
ConnectionPanel.Focus()

Try

SerialPortl.BaudRate = ComboBoxBaudRate.SelectedItem
ComboBoxPort.SelectedItem

SerialPortl.PortName

If SerialPortl.IsOpen = False Then
SerialPortl.0pen()
End If

TimerSerial.Start ()
LabelStatus.Text = "Status : Connected"

...)

PictureBoxConnectionStatus.BackColor = Color.Green

Catch ex As Exception
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MsgBox("Please check the Hardware, COM, Baud Rate and try again.",
MsgBoxStyle.Critical, "Connection failed !!!I")
End Try
End Sub

Estabelecida a conexdo, aparece o botdo de Disconnect, que possui a fungdo oposta, i.e.,
encerrar a comunicagdo Serial com recurso as fungdes TimerSerial.Stop() e SerialPort1.Close(), e
alterar o mostrador de estado para Disconnected.

Private Sub ButtonDisconnect_Click(sender As Object, e As EventArgs) Handles
ButtonDisconnect.Click

ConnectionPanel.Focus()

TimerSerial.Stop()

If SerialPortl.IsOpen = True Then
SerialPortl.Close()
End If

...

LabelStatus.Text = "Status : Disconnect"

PictureBoxConnectionStatus.Visible = True

PictureBoxConnectionStatus.BackColor = Color.Red
End Sub

Connection Panel

scon pon ooz
B ot - ECT -

Status : Connected

Figura 36: GUI desenvolvida para visualizacdo do ganho atual - estado do painel de comunica-
¢do para ligacdo estabelecida com sucesso

Garantido o correto estabelecimento da conexao, passa-se a interpretagdo propriamente
dita dos dados enviados pelo Arduino. Como supra-mencionado, toda a informacao enviada
corresponde a strings previamente formatadas, da forma "V##H#', onde "#HH’ representa um
numero de 4 digitos no intervalo [0, 1023] (range de leitura das portas analégicas do Arduino).
Este facto permite identificar que os dados enviados correspondem a valores de tensao (através
do carater precedente "V’), carateristica que se pode tornar ttil caso, numa instancia futura,
se decida enviar informagédo adicional com o Arduino para o PC. Identificada a informagao,
procede-se ao armazenamento dos dados fornecidos pelo Arduino numa varidvel destinada
ao efeito (no presente caso, Voltage), bastando para tal subdividir a string (a informacao
corresponde a 4 carateres, sendo que comega na posicado 2 da string). Obtida a informacédo de
tensdo, torna-se necessdria a sua conversao para as tensdes reais, isto é, aquelas presentes nos
elétrodos - tal é conseguido recorrendo a escalonamentos com valores hard-coded, e definidos
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através do formalismo até aqui desenvolvido. No escalonamento dos valores de tensdo
transmitidos pelo Arduino, a divisdo é feita por 963, facto que decorre da utilizagdo do Zener
(ao limitar a tensdo de entrada a Vz = 4.7 V, a gama de leitura do pino analégico do Arduino
passa de 1024 para 4.7/5 - 1024 ~ 963). Para a amplitude maxima utiliza-se 150 V, e o valor do
potenciémetro utilizado é de 100 k(). Calcula-se também a tensdo pico-a-pico, V), e o valor
RMS desta, sendo toda esta informacdo apresentada em boxes destinadas ao efeito:

Private Sub TimerSerial_Tick(sender As Object, e As EventArgs) Handles
TimerSerial.Tick

Try
StrSerialln = SerialPortl.ReadExisting
Dim TB As New TextBox
TB.Multiline = True
TB.Text = StrSerialln
If TB.Lines.Count > O Then
...
ﬂ=========EXtracting Values from incoming data =======ﬂ
StrSeriallnRam = TB.Lines(0).Substring(0)
Dim fchar
fchar = Mid(StrSerialInRam, 1, 1)
If (fchar = "V" And Mid(StrSeriallnRam, 2).Length = 4) Then
Voltage = Mid(StrSerialInRam, 2, 4)
Voltagel = Voltage.Length
Else
Voltage = Voltage
End If
ﬂconverting to the 0k-100k interval
PotValue = Convert.ToSingle(-Voltage + 963) * 100 / 963
ﬂconverting to the 0-150V interval
AmpValue = Convert.ToSingle(Voltage) * 150 / 963
VppValue = AmpValue * 2
VrmsValue = AmpValue / 1.4142
ﬂ ====Enter the values into the potentiometer panel====
PotValBox.Text = String.Format("f", PotValue)
[@rogress bar only accepts int . setting its range to[0,1023]
ProgressBar.Value = Convert.ToInt16(PotValue)
AmpBox.Text = String.Format("f", AmpValue)
VppBox.Text = String.Format("f", VppValue)
VrmsBox.Text = String.Format("f", VrmsValue)
ProgressBarAmp.Value = Convert.ToInt16(Voltage)
End If
...
End Try
End Sub
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Figura 37: GUI desenvolvida para visualiza¢cdo do ganho atual completamente operacional

4.3 Implementacio Fisica do Estimulador

Para a implementacéo fisica do estimulador parte-se, como supra-mencionado, do gerador
de sinais AD9833. Por a utilizacdo do chip propriamente dito exigir o estabelecimento de uma
comunicacao SPI e posterior desenvolvimento de uma interface que permita controlar a mesma,
opta-se pela utilizagdo do kit de avaliacio EVAL-AD9833 (~ 100 €), em conjunto com a placa
controladora EVAL-SDP-CB1Z (~ 120 €). O kit de avaliagdo do AD9833 possui também um CD
que inclui uma GUI destinada ao controlo do mesmo, motivo pelo qual se optou pela escolha
de ambos os componentes.

A

AD9833 DDS

Figura 38: GUI para controlo do AD9833
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Outro componente merecedor de destaque é o médulo de amplificagdo principal, constituido
por 3 OPA462, segundo a configuragdo da Figura[I0] Para a sua implementacdo, opta-se também
pelo kit de avaliagdo do componente em questdo (OPA462EVM, ~ 130 €), por possuir este
a integracdo do OPA462 num circuito amplificador de ganho 11, que permite alcangar a
configuracao desejada com algumas simples modifica¢des. Consultando o guia de utilizacao
deste componenteh podemos ver o circuito base que constitui o médulo:

= T en ]

£ GND Vout
+In DiuF =
= D3
SF ED GND
TPI3
TRI4 =
R = T . "4 Y opadsziooar )
. A0 . GND b e U‘n RE A7 , J:JI
] = RE 3 L - =
= Ry =
anl 3 i | Eencem Fiso o
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> o™
+in Sedact | cis D4

o
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:.I
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Figura 39: Configuragdo padrdao do OPA462EVM - adaptado do guia de utilizagdo do mesmo,
disponivel em https://www.ti.com/lit/ug/sboul75/sboul75.pdf

Para a implementacdo das resisténcias de realimentagdo dos amplificadores U2 e U3 da
Figura basta ligar o pino V,,: de cada um dos médulos a resisténcia R4 (possivel através do
pino 2 do jumper J7, revisite-se a Figura [39) - deste modo, a resisténcia de realimentagdo do
modulo deixa de ser Rs, passando a ser (R3 || Rq) ~ 9.09 kQ).

Relativamente a U1, é apenas necessaria a remogdo dos condensadores de acoplamento
C11 e Cy5. O estabelecimento das ligagdes do restante circuito exigem também a utilizacdo de
adaptadores BNC-CATS5 nas entradas/saidas In™ e V,,; de cada modulo de avaliagéo.

O dltimo ponto merecedor de atencdo diz respeito ao circuito destinado a controlar as
tensdes de alimentac¢ao fornecidas aos médulos:

an |J2

Iy

Power Suppl
Minimum: 12V (+/-6V)
Maximum: 180V (+/-90V)

vﬁiTPl _ _
Lico s

TP3 TP4 TPI6 TP5 TPo 1 0uF 1 0uF

D1

90V

Figura 40: Circuito de alimentagdo do OPA462EVM - adaptado do guia de utilizacdo do mesmo,
disponivel em https://www.ti.com/1lit/ug/sboul75/sboul75.pdf

Shttps://www.ti.com/lit/ug/sboul75/sboul7s. pdf
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Destaca-se a presencga dos zener Dq e D>, que garantem, teoricamente, que as tensoOes de
alimentagdo fornecidas ao OPA462 ndo ultrapassam os limites maximos presentes na datasheet.
A alteragdo entre os regimes de single-supply e dual-supply faz-se pela ligacdo dos pinos 2 e 3 ou
1 e 2 do jumper ]5, respetivamente. Para a implementacao do circuito de 3 médulos, desejar-se-ia
o funcionamento sob o primeiro regime para os médulos responséaveis por implementar U2 e
U3, e sob o segundo regime para o mdédulo responsavel por implementar Ul. Contudo, na
prética, verificou-se que, efetuando o procedimento aqui descrito, juntamente com a auséncia de
ligagdo de GND ao respetivo sitio nos jumpers J1 e J2 (garantindo que D, ndo é curto-circuitado),
as tensdes de alimentacdo continuaram limitadas a +90 V ou —90 V para os médulos a operar
em regime de single-supply. Por servir a presente implementacao fisica como prova de conceito
da exequibilidade do estimulador até aqui projetado, ultrapassa-se este entrave através do
redimensionamento do pré-amplificador, alterando o valor de R; (revisite-se a Figura para
30 kQ, o que configura um sinal a entrada do médulo de amplificagdo principal com ~ 18 V,,,.
Numa fase futura, e caso se deseje obter um sinal com os £150 V teoricamente alcancéveis, a
solucdo pode passar pelo afastamento dos médulos de avaliacdo - ao adotar esta via, afasta-se
ndo so o circuito de protegdo das tensdes de alimentagdo, e com ele o problema da limitagdo
aos +90/ — 90 V observado, mas também se diminui o prego final da solugdo em ~ 100€ por
cada OPA462 utilizado no lugar do médulo de avaliacdo.

4.3.1 Largura de Banda

Como mencionado em [3.5.1} a andlise dos dados referentes ao ganho exige um ajuste
referente a ambas as sinusoides observadas no osciloscépio. Este facto deriva da existéncia
de oscilagoes inerentes aos valores de pico de ambos os sinais, originadas pela existéncia de
alguma instabilidade nos mesmos:

Sinal Osciloscdpio f=2 kHz t cHL
100 b iz

0.3 4 h m 3
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Figura 41: Sinal recuperado do osciloscépio para obtencdo do diagrama de Bode de ganho,
f=2kHz

Para €;,5 a incerteza associada ao osciloscépio e €fit a incerteza que decorre do ajuste, a
incerteza para o valor maximo assumido por cada onda vem

€Vmax = \/ el.ZI’lSt + e_%lf (45)
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A propagacao do erro resulta em

€Gain(V/V) = \/<‘Y//Zt ev, )2 + <Vlin€v0m)2 (46)

20
€Gain(dB) — Wecain(\//v)

(47)

Segue abaixo a representagdo dos resultados obtidos sob a forma grafica:
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Figura 42: Diagrama de Bode de ganho

Os resultados experimentalmente obtidos apresentam-se coerentes com os resultados
simulacionais e com o dimensionamento realizado recorrendo ao formalismo teérico. De
maneira mais particular, é notéria a adequacdo entre as curvas experimentais e simulacionais
para f > 10 Hz, onde, apesar de obtido menor ganho na prética, a incerteza associada a cada
ponto acaba por albergar o valor tedrico; esta diminui¢do do ganho observada na pratica pode
estar relacionada a fatores tais como resisténcias parasitas introduzidas por cabos de ligagao,
conectores, ou até mesmo com origem nos préprios componentes constituintes de cada op-amp.
Indo de encontro ao postulado teérico, o ganho permanece constante a partir da frequéncia
de corte f; introduzida pelo condensador de acoplamento C;, diminuindo apenas a partir da
frequéncia de corte f. introduzida pelo pré-amp ou pelo médulo de amplificagdo principal.
Recuperando os resultados das secg¢oes e relembra-se que temos para o pré-amp e
moédulo de amplificagdo principal fo = 1.6 MHz e f. = 650 kHz de forma respetiva, assumindo
portanto a frequéncia de corte o segundo valor. Deixa-se presente que ndo foram retirados
valores experimentais para frequéncias tdo elevadas pelo facto de o SR do OPA462 limitar
ndo s6 o ganho do médulo de amplificagdo completo para f > 34 kHz (o que iria resultar
numa diminuicdo do ganho para frequéncias mais reduzidas que f.), mas também pelo facto
de conduzir a uma degradacdo da onda sinusoidal numa onda triangular. Nao sendo este o
tipo de sinal que se pretende injetar nos elétrodos, fixa-se a regido de operacionalidade do
estimulador para f,,x = 34 kHz. Para corroborar esta dltima afirmacéo, apresenta-se o sinal
recuperado do osciloscépio para f = 80 kHz:
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Figura 43: Sinal recuperado do osciloscépio para f = 80 kHz. Para frequéncias superiores a 34
kHz, o SR do OPA462 ndo s6 distorce o sinal sinusoidal numa onda triangular, como limita
também a amplitude maxima do sinal a saida.

Focando agora a aten¢do na zona f < 10 Hz, é visivel alguma desadequagdo entre os
valores experimentais e aqueles fornecidos pela simulagdo para o valor do condensador de
acoplamento C; = 47 uF utilizado, sendo o ganho configurado pelo circuito de amplificacdo
do estimulador mais elevado na prética. Tal discrepancia pode ser analisada recuperando
(#2), e notando que para C; = 47 uF resulta fi = 0.34 Hz. Ora, recuperando os resultados
experimentais, notamos que para f = 1 Hz ainda ndo foi atingida a frequéncia f; visto a
diferenga entre o ganho para esta frequéncia e o ganho na ‘banda’ de ganho constante ser ainda
inferior a 3 dB, o que é coerente com a teoria. Contudo, os resultados simulacionais mostram
que fi ocorre para frequéncias mais elevadas. Este facto pode ser explicado pela modelagdo da
fonte de sinal no TINA-TI como tendo uma resisténcia interna de 50 (), que acaba por diminuir
a constante RC do denominador de e deslocar a frequéncia f; para valores mais elevados
- este facto desemboca no desvio do zero da fungdo de transferéncia para valores de f mais
elevados, o que leva a defini¢do de uma curva muito semelhante a um filtro passa-banda, com
um declive inicial de +20 db/déc. Como ja discutido, a existéncia de resisténcias parasiticas
no setup experimental faz com que esta constante seja mais elevada, mantendo o valor de f;
proximo dos 0.34 Hz. Esta afirmagdo pode ser comprovada pelo aumento da constante RC na
simulagdo: no presente caso, aumentando o valor de C, nota-se a adequagdo cada vez maior da
curva simulacional com a experimental, e a passagem progressiva do regime de passa-banda
a uma curva tipica de um amplificador (passa-baixo, sendo que no presente caso f. ndo se
encontra representada no grafico pelos motivos ja discutidos).

Refere-se ainda que, na pratica, a obtencdo de um ganho praticamente constante se mostra
benéfica, na medida em que permite obter uma sinusoide com bastante amplificacdo (=~
49 dB projetados) para a totalidade da BW (34 kHz) o que permite criar campos elétricos de
magnitudes relativamente elevadas mesmo para baixas frequéncias, caso assim se deseje.

Relativamente a determinagdo do diagrama de Bode de fase, segue-se o procedimento
descrito em m A determinagdo do intervalo At necessita de garantir que se consideram,
em cada onda, pontos em igual fase de oscila¢do. Tal é possivel considerando, por exemplo,
as abcissas em que cada onda atinge o seu minimo. Relembra-se que, no presente caso,

| Pshife] < 90°.
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Figura 44: Determinacdo do desvio At, que pode ser lido diretamente no ecrd do osciloscépio na
variavel Ax. No presente caso, f = 100 kHz. Mais uma vez, e como expectével, para f > 34 kHz
a natureza limitadora do SR do OPA462 torna-se presente, configurando o aparecimento de

uma onda triangular

Resulta entdo para o diagrama de Bode de fase:
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Figura 45: Diagrama de Bode de fase

A anélise imediata do diagrama de fase obtido permite observar, mais uma vez, a desade-
quacdo entre os resultados experimentais e os simulacionais para C; = 47uF para frequéncias
reduzidas. Recupera-se a discussdo relativa ao diagrama de magnitude, no que ao comporta-
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mento do circuito de amplificagdo simulado como um filtro passa-banda diz respeito - esta
afirmacdo pode ser mais uma vez comprovada pela curva definida no diagrama de fase, que
comega ndo nos 0° de desvio de fase tipicos de um amplificador, mas sim perto dos 90° tipicos
de um passa-banda. J4 no que aos pontos experimentais diz respeito, é seguida mais uma
vez uma tendéncia coerente com a teoria, i.e., um comego da curva do diagrama de fase perto
dos 0°, tais como um passa-baixo. Esta discrepancia é mais uma vez explicada pela menor
constante RC da simulacgdo relativamente ao caso real pelos motivos supra-descritos, e pode
ser reduzida, mais uma vez, pelo aumento da mesma (opta-se novamente vez pelo aumento do
condensador de acoplamento C; para demonstragdo). Para valores de até ~ 30 kHz todos os
resultados sdo congruentes e praticamente idénticos, mantendo-se o desvio de fase nulo em
ambos os cendrios (expectavel, pois a regido corresponde a banda de passagem tanto no caso de
um passa-baixo como de um passa-banda), notando-se apenas comportamentos distintos para
frequéncias superiores a estas. A justificacdo prende-se, mais uma vez, com o SR do OPA462 -
recuperando a discusséo, este limita o ganho passivel de ser obtido e degrada a sinusoide para
f > 34 kHz como resultado de uma capacidade de resposta cada vez mais lenta, conduzindo
ao aparecimento mais precoce de f. e a um aumento do desvio de fase. Comenta-se ainda
que, até a dultima frequéncia testada, f = 100 kHz, o médulo de amplificacdo do estimulador
se apresenta estdvel, visto nunca ser configurada um desvio de fase de —180°; mais ainda,
estando a regido de operacionalidade do mesmo definida para f € [1, 28000] Hz, conclui-se
a estabilidade do mesmo para toda a gama de operagao (é inclusivamente cumprida a reco-
mendacdo de margem de fase de 45° relativamente aos —180°, o que na prética corresponde a
afirmar que o desvio de fase nunca ultrapassa os —135°).

4.3.2 Campo Elétrico no Meio de Cultura

A determinacdo de EF no meio de cultura é feita de forma indireta. Comeca-se pela
determinacgdo de |Z.| segundo o método descrito em . Obtéem-se pontos para f =
{10, 50, 100, 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 12000, 15000, 18000, 20000, 22000, 25000, 28000} Hz. Ape-
nas se apresentam de seguida, sob a forma gréfica, os resultados para algumas destas frequén-
cias, por serem representativos de um padrdo de comportamento seguido por todos os outros
valores.

|Ze| vs. Ve
- |Z:| f=10Hz
10° 4 |Ze| f=1 kHz
P s A e s et e b £ o ¢ 4 e 4 e e e e e RPN R —— - |Z.| f=10 kHz
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—&- |Z:| f=28kHz
109 4
g
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105_
o — i r—— i o — e —_.—— e ———— —--
& — s e R S R Ry PSR —--
@ — i R E . R P U ke -
105 4
2 4 6 8 10
Ve (V)

Figura 46: M6dulo da impedancia do biorreator |Z,| em fun¢do da tensdo aplicada V,
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Como é visivel, |Z,| apresenta-se praticamente constante para a aplicagdo de diferentes
tensoes entre os elétrodos V,, tendo-se obtido um desvio méaximo relativamente a média de 3.55
% para f = 500 Hz. Basta relembrar que este é o comportamento expectavel, pois, recuperando
e (12), vemos que y = | Z| # g(V.), para ¢ uma fungdo genérica definida em R —R.

Existindo portanto alguma variacdo nos valores obtidos para o médulo da impedancia,
opta-se pela defini¢do do seu valor experimental para cada f como a média dos valores obtidos.
O erro de |Zg|exp obedece as regras de propagacao habituais, resultando que €| Zelexy é também a
média dos erros de |Z,|. Apresenta-se de seguida a dependéncia de |Z,|cx, com a frequéncia f
e a sua comparagdo com o valor tedrico:

® |Zs| Tedrico
& |Z:| Experimental
lOﬂ 4
€ »
:{u 10? 4
N L]
L
106 - *
¢ .
y ]
.9 ¢
b4 ]
T T T T T T
0 5000 10000 15000 20000 25000
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Figura 47: Comparag¢do do médulo da impedancia |Z,| obtido experimentalmente com os
valores tedricos, dados por e , para um varrimento de frequéncias f € [10, 28000] Hz

E aparente a adequagio entre os resultados experimentalmente obtidos e a previsao teérica,
facto que pode traduzir a elevada exatiddo fornecida pelo protocolo experimental utilizado.
Mais uma vez, optou-se pela representacdo dos dados numa escala logaritmica, numa tentativa
de suavizar a fungdo y = |Z.| = g(f); ndo sendo contudo notéria a diferenca existente entre os
valores experimentais e os postulados teoricamente apresenta-se essa informagao na Tabela [7]
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Tabela 7: Desvio de |Z,|.xp relativamente ao valor tedrico

f [Hz] Desvio [%]

10 20.20
50 20.10
10 20.17
500 21.47
1000 20.36
2000 20.45
5000 1.30
10000 1.13
12000 0.93
15000 1.63
18000 0.26
20000 0.88
22000 1.17
25000 0.56
28000 0.76

A andlise dos dados em Tabela torna evidente algo que o grafico ndo permite: a grande
diferenca existente em termos absolutos de desvio para os valores mais baixos de frequéncia
relativamente aqueles configurados para f > 2 kHz. Os desvios iniciais (para os pontos
f =10, 50 e 100 Hz) podem ser explicados pelo facto de |Z,| se apresentar superior a 10x o
valor de resisténcia Ry utilizado, configurando uma perda de exatiddo nas medigoes efetuadas.
Contudo, a maior resisténcia disponivel para efetuar medigdes correspondia a de 2 M(), motivo
pelo qual se opta pela apresentagdo destes mesmos dados. Relativamente aos dados obtidos
para f = 500, 1000 e 2000 Hz, o mesmo raciocinio ndo pode ser aplicado, visto ser ja |Z;|teo
inferior a 10x o valor de R £, Mas continuar a observar-se um desvio da mesma ordem de
magnitude. A explicacdo para o sucedido pode estar relacionada a prépria resisténcia utilizada
para Ry (com valor medido de (2.380 + 0.002) x 10° ), residindo no facto de ndo ser este
o valor de resisténcia que esta oferece aquando da passagem da corrente, configurando-se
como um erro sistemdtico (este raciocinio apoia-se na magnitude praticamente constante do
desvio relativamente ao valor tedrico). O ponto de viragem ocorre para f = 5 kHz, valor a
partir do qual os erros relativos descem de forma abrupta - a partir deste ponto, nenhum valor
apresenta um desvio absoluto relativo ao valor tedrico superior a 3%. Convém mencionar
que este € o ponto a partir do qual se substitui a resisténcia Ry por outras de menor valor, de
modo a cumprir as exigéncias apresentadas no protocolo experimental. Este facto pode servir
como argumento abonatério no que concerne a corroborar a justificagdo dada para os valores
discrepantes obtidos para as frequéncias anteriores, na medida em que a remogdo do elemento
que supostamente introduz um erro sistemaético afasta esse mesmo erro.

Tendo presente que os valores experimentais para f < 2 kHz se encontram ligeiramente
desfasados do valor tedrico, prossegue-se para o calculo de EF no meio de cultura para os
mesmos. O erro associado ao campo elétrico no meio de cultura vem dado por

|ch’ V

eEmc = eZg ex (48)
‘ ‘ lmC |Z£’|§xp ‘ |p

Apresentam-se abaixo os resultados obtidos. Opta-se novamente pela apresentacdo dos
desvios relativamente a |Ey;c|to na Tabela
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Figura 48: Valores experimentais para o campo elétrico no meio de cultura como fungao da
frequéncia, para aplicacdo de tensdes V, = {150,100,50,10,5} V

Tabela 8: Desvio de |Ejuc|exp relativamente ao valor tedrico. As células coloridas a vermelho
correspondem aos maiores desvios relativamente ao valor tedrico (> 17%), sendo que os valores
de |Z|exp foram calculados com R r =2 MQ. As células a laranja correspondem a desvios
intermédios (<3%), onde se calculou |Ze]exp com Ry =100 kQ). A verde estdo as células com
menores desvios, onde o calculo dos valores é feito para R F=10 kQ.

Desvio [%]

V,=150[V] V,=100[V] V,=50[V] V.=10[V] V,=5][V]

flHZ]

10
50
100
500
1000
2000
5000
10000
12000
15000
18000
20000 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
22000 0.17 0.02 0.17 0.02 0.17
25000 0.50 0.71 0.94 0.71 0.58
28000 0.85 0.48 0.48 0.48 0.48

Mais uma vez, a tendéncia evolutiva das curvas experimentais coincide com o postulado
tedrico. Na prética, o estimulador desenvolvido possui a capacidade de criar no meio de
cultura campos elétricos de magnitudes que variam entre os (1.3058 + 0.0966) x 10> V /m (de
forma aproximada, visto ser aqui efetuado o calculo para V, = 5 V; na prética, o potenciémetro
permite alcangar ainda tensdes mais baixas entre os elétrodos) e os (1.3286 + 0.0920) V /m,
podendo ser alcangados todos os valores intermédios pela combinacdo ponderada das varidveis
Ve e f. Se relembrarmos os objetivos propostos no inicio desta secgdo (revisite-se a Tabela
[) podemos concluir o sucesso da solugdo até aqui desenvolvida, visto terem sido atingidas
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as intensidades de campo elétrico projetadas para o meio de cultura, que é ao fim ao cabo a
finalidade dltima de toda esta dissertacgao.

O dltimo ponto meritério de andlise diz respeito aos desvios do campo elétrico no meio de
cultura relativamente ao valor teérico, presentes na Tabela |8l Neste ponto percebe-se claramente
a influéncia que Ry tem na defini¢do do quéo exatas sdo as medigdes para a impedéancia Z,.
Relativamente a alteragdo observada dos 2 kHz para os 5 kHz j4 foi efetuada a discussdo e
encontrada a provavel causa do problema; resta perceber o porqué de se observar a mesma
tendéncia de aumento de exatiddo aquando da passagem de Ry = 100 k() para Ry = 10 kQ). Se
analisarmos a expressdo para Vy

Vi =R fL (49)
’Ze’exp

conclui-se que um menor valor de Ry configura uma menor queda de tensdo na resisténcia
de feedback. Tal facto resulta numa menor gama de medigdo e, por conseguinte, numa perda de
exatiddo, que é exatamente o oposto do observado.

Contudo as tensdes de pico foram, mais uma vez, retiradas com recurso ao osciloscépio; a
existéncia de oscilagdes com magnitudes mais elevadas exige a redefinigdo dos Volt/divisao
para visualiza¢do do sinal pico-a-pico. Aquando da obtengdo dos valores experimentais, ndo
existiu, por lapso, o cuidado de garantir que a escala do osciloscépio permanecia constante,
e de utilizar o cursor para retirar o valor de pico. Ao invés, o0 mesmo valor foi retirado com
recurso a funcionalidade integrada do osciloscépio de detecdao de pico, que implica o ajuste
da sinusoide a janela com consequente perda de precisdo, como j4 discutido. Explica-se entdao
o aumento de precisdo para a diminuigdo de Ry como resultante do processo de obtencado
do valor de pico do sinal V¢, que ndo se apresentou como o mais correto. Assim, qualquer
execugdo futura do protocolo experimental descrito deve ter em conta este mesmo ponto,
e garantir que a medic¢do é efetuada com o maior rigor possivel; se possivel, o pico deve
ser isolado para a menor escala vertical passivel de ser atingida no osciloscépio, de modo a
diminuir o erro associado ao instrumento de medida.
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5 Conclusoes e trabalho futuro

A presente dissertacdo descreve a implementagdo de um estimulador de baixo-custo e
open-source para aplicagdes em TE, partindo da fase de dimensionamento de todo o circuito
de amplifica¢do, passando pela sua implementacao fisica e pelo seu interfacing com um PC,
culminando na medicao indireta dos campos elétricos que sdo passiveis de ser atingidos num
biorreator comum para estimulos origindrios neste. A solugdo obtida permite a injegdo de
sinais sinusoidais com amplitudes de até 90 V para uma BW de 34 kHz, embora seja possivel
a obtencdo de amplitudes de até 150 V mediante uma pequena alteracdo - o afastamento
dos moédulos de avaliagdo do OPA462 utilizados na implementacdo fisica do médulo de
amplificacdo principal. Na presenca de um sistema de de entrega de ES por acoplamento
capacitivo, os campos elétricos configurados no meio de cultura podem atingir intensidades de
até (1.3286 +0.0920) V /m.

A possibilidade de obtencdo de campos elétricos com as carateristicas proprias daquelas
reportadas em diversos estudos da drea tornam o estimulador desenvolvido como um bom
exemplar da exequibilidade de uma ferramenta econémica e acessivel, capaz de impulsionar
a transparéncia e colaboragdo na area através da sua natureza open-source. Mais ainda, esta
carateristica torna-o extremamente personalizdvel, dando a qualquer um a capacidade de o
adaptar as suas necessidades especificas, e.g., caso um estudo pretenda observar o fendmeno de
eletroporagdo pode seguir o procedimento detalhado ao longo do documento, mas adaptando
os componentes utilizados de forma a garantir que o estimulador entrega sinais de elevada
intensidade e para frequéncias muito mais elevadas que as aqui descritas, permitindo alcancar
0s campos elétricos de intensidades 100 V /cm carateristicos do processo. Além do redimen-
sionamento, outra via a ser tomada pode passar pela reformulacdo do biorreator, visando
diminuir a impedancia dos isolantes.

O preco final da solugdo apresentada é estimado em 794 €, podendo contudo este valor
ser reduzido para algumas alteracdes ja discutidas. A primeira diz respeito ao afastamento
dos médulos de avaliagdo do OPA462, permitindo reduzir o custo do médulo de amplificagdo
principal de 390 €para 60 €. A segunda diz respeito ao gerador de sinais, neste caso o EVAL-
AD9833 em conjunto com a placa controladora EVAL-SDP-CB1Z - a sua substituicdo pelo
chip AD9833 propriamente dito reduziria o custo em mais 108 €, enquanto abriria outras
possibilidades interessantes. Optando por esta via, é necessario fazer o interfacing com o
préprio chip, mas possibilita-se, por exemplo, o aglomerar das duas GUI aqui utilizadas numa
s6, capaz de controlar o gerador de sinais e de visualizar a amplitude instantanea do sinal
de saida; seria também possivel a inclusdo de um moédulo de relégio programével, que se
mostraria extremamente 1til por possibilitar a definigdo de regimes e periodos de estimulagao
previamente definidos, afastando a necessidade de controlo manual constante.

A criagdo de PCB para o pré-amp e médulo de amplificacdo principal é também uma
etapa merecedora de reflexdo, por possibilitar uma redugao das capacitancias e resisténcias
parasiticas do estimulador como um todo, mas especialmente por tornar a solugdo mais
compacta e elegante. Aliado a necessidade de ser efetuada simulagdo numérica para o
biorreator em uso para uma aplicagdo de estimulos com carateristicas idénticas aquelas até
entdo discutidas, este dltimo ponto mostra-se prioritdrio para ser empreendida a tarefa para a
qual foi desenvolvido o estimulador: a sua utilizagdo em culturas de BM-MSCs, na tentativa de
mapear os mecanismos que estdo na base do comportamento observado aquando da aplicagdo
de ES a tecidos. Por se encontrar inserida no ambitos dos projetos FCT FCT-Stimuli2BioScaffolds:
Optimizagdo de estimulos em BioScaffolds: da modelacdo numeérica aos testes in vitro (PTCD/EME-
SIS/32254/2017) e OptiBioScaffold: Optimizagdo de estimulos em scaffolds bitecido: da modelagio
matemdtica e computacional a validagdo experimental (PTCD/EME- SIS/4446/2020) prevé-se a
testagem do biorreator e estimulador aqui descritos durante o decorrer dos mesmo, aliada a
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publicagdo dos resultados obtidos, de forma a apresentar e promover este projeto dentro da
comunidade cienttifica.
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Anexos

A.1. Script Arduino para Detecao de Picos

const int Pin = 0; // Analog pin to read value from potentiometer
double value[] = {0, 0}; // Array to store the last read value and the most
//recent one

double Peak; // The peak of each impulse

double LastPeak = 0; //Buffer for peak value

int thres = 10; //threshold to not fire the read all the time
String val;

char buf[5];

void setup() {
Peak = 0; // initialize the peak wvalue to 0
Serial.begin(9600); // Start the Sertal Monitor
}

void loop() {
FindPeak();
}

void FindPeak(void) {

value[0] = valuelll; // Shift the reading down by 1 in the
//array
value[1] = analogRead(Pin); // Read in the current value

delay(20); // Write a small delay (ms) into the sample time

if ( abs(Peak - LastPeak) > 0.5 * thres
%% abs(Peak - LastPeak) < thres
&% Peak != LastPeak) //writing the peak value to serial

sprintf (buf, "%,04d", int(Peak)); //making sure our number has always 4 digits
val = String(buf);

Serial.print("V");

Serial.println(val);

// Using thres as the "zero" wvalue helps to filter out noise that might act
//as a false positive for a zero signal

if (value[1] > thres && value[0] <= thres) //start of a non zero signal
{

LastPeak = Peak; //reseting last peak

Peak = valuel[ll; // the first value sets the Peak baseline
}

else if (value[l] > thres && value[0] > thres) // we are still reading the signal
{
if (valuel[l] > Peak) //if the recorded wvalue is higher than any other in
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//the same signal - record it as a peak
{
Peak = value[1];
}

else if (value[1l] <= thres && value[0] > thres) // end of peak
{

// DO NOTHING
}

else {
// This 1is the O state - when both walue[1] and value[0] are < thres.
// DO NOTHING
}
}
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