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FABRICACION DE UNA MATRIZ DE ELECTRODOS DE SILICIO
ALEATORIAMENTE DISTRIBUIDOS PARA EL REGISTRO DE LA ACTIVIDAD
ELECTRICA DE TEJIDO CEREBRAL

Campo de la invencién

La presente invencién corresponde al campo técnico de la fabricacion de una matriz
de electrodos de Si, para el registro de actividad eléctrica de tejido cerebral.

Estado de la técnica

La necesidad de encontrar nuevos métodos que puedan detectar y diagnosticar
enfermedades relacionadas con el cerebro ha despertado la curiosidad de muchos
cientificos, no solo del area de la salud, sino también del area de la Fisica y las
Matematicas, todos en busca de explicaciones y soluciones, sin embargo esto ha
resultado muy complejo. En los dltimos afios ha crecido el interés en el estudio de
sistemas dinamicos no lineales en Biologia [Kelly S, et al., 2002], en especial el sistema
nervioso central [Curran E. & Stokes M., 2003], en el que se detectan d_iversas
enfermedades, sindromes y trastornos, como la enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, Huntington, Epilepsia, etc. Este interés se debe a que los
sistemas biologicos, frecuentemente muestran una dinadmica no lineal y caos. La
epilepsia es una patologia neurodegenerativa muy comuan, donde hay una tendencia
a presentar convulgiones que se originan en ciertas regiones del cerebro, conocidas
como focos epilépticos, y que ademas es usualmente mal diagnosticada [Engel K., ef
al., 2009). La epilepsia se define como una alteracion crénica del cerebro con varias
etiologias, caracterizadas por crisis recurrentes, debidas a excesivas descargas

eléctricas de las neuronas [Schwartz A., 2004). Existen diferentes tipos de epilepsia,
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las cuales se dividen en dos grupos principales: epilepsia focal (o parcial) y epilepsia
generalizada. Cualquier persona puede desarrollar epilepsia, ocurre en todas las
edades, razas y clases sociales [Engel K., et al., 2005]. La técnica més usual para el
diagndstico de la epilepsia es la electroencefalografia (EEG), la cual consiste en el
registro y evaluacion de los potenciales eléctricos generados por el cerebro [Schwartz
A., 2004]. La evaluacion de un EEG se hace mediante inspeccion visual de las curvas,
usando ciertos criterios conocidos; tales corﬁo. formas de ondas consideradas como
caracteristicas propias de procesos patoldgicos, por ejemplo, ataques epilépticos,
tumores cerebrales entre otras, sin embargo dichos criterios son Unicamente
cualitativos, por lo cual naturalmente presentan un margen de error inmensurable.

Las interfaces neuronales artificiales son una solucién para el estudio de la actividad
eléctrica cerebral in vitro e in vivo principaimente en individuos en situacion de
discapacidad motora, bloqueo de las vias de comunicacion, o expresion de las
experiencias cognoscitivas. En el caso particular de lesiones medulares, sélo en los
Estados Unidos de América se tienen 250000 casos, con 11000 pacientes nuevos
cada afio [Kelly S, ef al, 2002]. Estas estadisticas justifican las intensas
investigaciones desarrolladas en el campo de interfaces neuronales, sobre todo si se
considera que la probabilidad de que los pacientes participen es alta [Kelly S, ef al.,
2002, Curran E. & Stokes M., 2003, Engel K., et af., 2005). Los sistemas para el registro
de la actividad bioeléctrica de neuronas individuales en primates y humanos se
desarrollaron hace aproximadamente cuarenta afios, pero s6lo en la tltima década se
potencio el implante de arreglos de electrodos directamente en el cerebro y arreglos
de electrodos para el registro de actividad de redes neuronales in vitro [Engel K., et al.,

2005). Este hecho se debe a la elevada carga computacional que se requiere para
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procesar y decodificar las compiejas sefiales derivadas de la actividad de mliltiples
neuronas individuales [Mussa-lvaldi F. & Miller L., 2003]. La digitalizacién de la
actividad eléctrica se debe realizar a altas velocidades (20 KHz) en varios canales.
Adicionalmente deben separar los potenciales de accién y el ruido, para después
traducir la actividad neuronal en un comando de accidon apropiado. Todas estas
actividades deben realizarse en un tiempo de unos 200 ms [Donhoghue, 2002]. Si bien
los progresos recientes en el desarrollo de una interfaz electrodo-cerebro-maquina
completa han sido importantes, alin se tienen limitantes en cuanto a ia estabilidad,
funcionalidad y costo de los electrodos y hacen falta avances en materiales
biocompatibles [Ball T., ef al., 2004]. La interaccion electrodo-tejido neuronal exige
tanto biocompatibilidad de la supetficie del electrodo como biocompatibilidad
estructural. Esta ultima se refiere al disefio, tamafio y superficie total del electrodo,
propiedades que se relacionan con el dafo ocasionado por la accidn mecanica de
introducir el electrodo en el tejido, y con las fuerzas o distribucion de presiones
generadas en las regiones adyacentes. Hablando de la biocompatibilidad de los
materiales en contacto con el tejido, es importante considerar que su potencial
disolucion, incluso en cantidades minimas, podria generar respuestas del tejido, como
inflamacién, alergia, rechazoe, entre otras. El tejido neuronal responde de diversas
maneras a Ja introduccién de los electrodos, aunque en todos los casos se produce un
dano tisular. Es conccido que el Silicio (Si) posee propiedades que lo hacen un material
biocompatible [Navarro X., et al., 2005; Rodio J., et al., 2014; Fangqiong T, et al., 2012;
Gerion D., et al., 2001] debido a su estabilidad bajo condiciones fisiolégicas, por lo
tanto es el material adecuado para la fabricacién de una matriz multielectrodo, sin

embargo, es un material dieléctrico y es necesario depositar sobre &l algin material
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metalico para asegurar el paso de corriente eléctrica a través del arreglo de micro-
hilos. Para fabricar el arregio de micro-hilos es necesario el uso de técnicas como el
micromaguinado. El micromaguinado es un conjunto de herramientas para el disefio y
fabricacion que sirven para hacer estructuras y elementos en una escala muy por
debajo de nuestras facultades de percepcién humana, la microescala. Una de estas
técnicas es la litografia. Matrices multielectrodo de silicio fabricadas mediante la
técnica de micromaquinado por litografia son excelentes candidatos para el registro de
sefiales eléctricas en el tejido cerebral. Sin embargo, la litografia en la microescala es
un proceso que necesita por lo general equipo complicado como lo son las alineadoras
de mascarillas, que permiten definir estructuras con resolucién de hasta 1 micrémetro.
La propuesta de este trabajo es el desarrollo de un electrodo de Si micro estructurado
con hilos de didametros sub-micrométricos, distribuidos de forma aleatoria, por medio
de la técnica de grabado quimico asistido por metal (MACE por sus siglas en inglés).
Se adquiriran sefiales de voltaje vs tiempo (series de tiempo) en regiones de hilos, y
no de hilos individuales. El procesamiento de sedales posterior a la adquisicién de
datos podria dar resultados comparables a cuando se usan puntos individuales. Es
bien sabido que a nivel de la organizacion neuronal de animales superiores es posible
la presencia de fenémenos no lineales. Esta dinamica no lineal ha sido descrita a
muchos niveles, desde el analisis de EEG hasta los resultados obtenidos de la
dinamica de modelos de redes neuronales. En cualquier caso, todos los estudios
permiten observar un marcado comportamiento no lineal en los registros de actividad
eléctrica de muy diversas areas del sistermna nervioso [Qianjum H. & Jianlin S., 2011],

por lo tanto, es posible el uso de técnicas matematicas propias de los sistemas no



10

15

20

"

lineales, en ef estudio de seriales de actividad eléctrica neuronal obtenidas de matrices
multielectrodo.

La solicitud de patente W02018085840 describe un sistema basado en un conjunto
de electrodos, con un soio cuerpo unitario, la pluratidad de aperturas consiste en varios

sitios de electrodos configurados para acoplarse con tejido neuronal y realizar registro

del mismo.

La solicitud de patente EP3183338 describe la obtencién de cultivos de neuronas
derivados de celulas madre pluripotentes inducidas por el ser humano, las cuales
exhiben disparos sincronicos de redes neuronales, dicha actividad neuronal puede
detectarse mediante una matriz multiple de electrodos.

La patente W02016070100 Describe una. sonda de circuito neuronal (NCP) que
combina un arreglo de muiltielectrodos, con una sonda local automatizada, la sonda se
posiciona para interactuar con una o mas células comc neurohas o un circuito
neuronal. La sonda interactia con las células registrando sefiales eléctricas de la
matriz de electrodos.

La patente W02014085787 proporciona disefios de sonda o multielectrodos que
permiten grabar facilmente dos regiones cerebrales simultaneamente y espacialmente

distintas. Se describe el método y proceso de fabricacion para dichas sondas.
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Breve descripcion de las figuras

En la figura 1 se muestra el diagrama de flujo de la metodologia para la obtencion de
matrices multielectrodo.

En la figura 2 se muestra la comparacién entre un sustrato sin grabar, un sustrato ¢con
grabado y un sustrato lijado.

En la figura 3 se muestra un sustrato grabado

En la figura 4 se observan nano particulas de plata sobre los microhilos de Si. En ella
se aprecia microhilos de Si decorados con particulas de Ag.

En la figura 5 se muestra el disefio obtenido en formato CAD de la cAmara de registro.
En la figura 6 se observa el soporte y camara de registro; donde se muestran los
contactos electricos que se unirdn con la cara posterior de la matriz multielectrodo.
En la figura 7 se observa el esquema del sistema de registro, mostrando la
instrumentacion basica de montaje.

En la figura 8 se observa la actividad eléctrica del 1er. registro de tejido neuronal
primario. El registro se realizé en el canal marcado con color naranja y la estimulacion

sobre el canal marcado con una estrella.
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Mejor método de llevar a cabo la invencién

E! procedimiento para la fabricacion de la matriz multielectrodo mediante el método de
Grabado Quimico _Asistido por Metal (MACE) consta de 6 etapas, las cuales se
describen a continuacion.

Etapa 1: Deposito de plata

1.-Se prepar6 0.5 L de solucién 0.01 M de AgNOs (Merck).

Solucién 1: Se mezclaron 25 mL de solucién 0.01 M de AgNOs (Merck), 0.5 mL de HF
(48 %, Emsure) y 0.5 g de Polietilenglicol (Aldrich).

Se colocd una muestra de Si tipo p con orientacion cristalina (100) y resistividad 15-25
Qcm de 1 cm? en la solucién de depoésito de plata durante 1 min.

Etapa 2. Grabado

Una vez sumergida la muestra de Si en la solucién de depdsito de plata durante 1 min,
se coloco en una solucion con 35 mL de H20 desionizada, 4 mL de HF (48 %, Emsure)
y 1 mL de H202 (30 %, CTR Scientic), durante 10 min a 35°C.

Etapa 3. Sobregrabado

Una vez realizado el grabado quimico, se procedié a colocar la muestra de Si en una
solucidn con 100 mL de H20 desionizada y 2 g de Polietilenglicol (Aldrich) a 50°C por
30 min a agitacién constante, lo anterior para pasivar la superficie de la muestra.
Pasados los 30 min, la muestra se colocé en una solucion con 100 mL H20
desionizada, 0.45 g de KOH (Aldrich) y 2 g de Polietilenglicol {(Aldrich), a 50°C por 1
min.

Etapa 4: Fabricacion de contactos eléctricos
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Concluido el procedimiento de grabado y sobregrabado se procedié a la fabricacién de
los contactos eléctricos en lado posterior de la matriz muitielectrodo mediante
fotolitografa. El proceso de fotolitografia consistid en aplicacion de una delgada capa
de fotorresina negativa (Diazo Sentizer) mediante la técnica de spin coating.
Posteriormente se procedié a transferir un patrén geométrico para definir el area para
los contactos eléctricos.

Etapa 5: Deposito de plata sobre electrodos y contactos eléctricos

Fabricados los microhilos de Si en lado anterior vy los contactos eléctricos en el lado
posterior de la matriz multielectrodo, se procedio a realizar el depésito de plata (Ag)
sobre ellos para mejorar el contacto eléctrico. Para la cara anterior de la matriz
multielectrodo, es decir, el area donde se encuentran los microhilos Silicio, se empled
una solucion con 25 mL de H20 desionizada, 0.15 mL de HF (48 %, Emsure), 0.5g de
Polietilenglicol (Aldrich) y 5 mL de solucién 0.001M de AgNOs (Merck). La muestra se
expuso a la solucién por 6 min.

Para la cara posterior, es decir, el area donde se encuentran de nides los contactos
eléctricos, se utilizé una solucién con 25 mL de AgNO3 (Merck) a 0.01M, 0.5 mL de HF
(48 %, Emsure) y 0.5 g de Polietilenglicol {(Aldrich). La muestra se expuso a la solucién
por 3 min.

Etapa 6: Tratamiento térmico

Para mejorar el contacto eléctrico entre la plata depositada en ambos lados de la matriz
multielectrodo, se realizé un tratamiento térmico a 200°C durante 5 h en atmosfera de
Nz.

Ejemplo 1. Pruebas de Biocompatibilidad
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Una vez fabricada la matriz multielectrodo, se procedié a realizar las pruebas de
biocompatibilidad para estudiar ia supervivencia celular sobre la matriz.

La matriz multielectrodo se desinfectd mediante su exposicion a radiacién UV por 2 h
para eliminar cualquier agente patdégeno para posteriormente realizar la pruebas de
biocompatibilidad.

Para determinar la biocompatibilidad, se cultivaron células epiteliales de ovario de
hamster chino CHO K-1 (ATCC No. CCL61), las cuales fueron sembradas sobre las
matrices de electrodos, dentro de cajas de cultivo con 2 mb de medio de cultivo DMEM
(Dulbelcco’'s modied Eagle's medium) enriquecido con 10 mL HEPES, 2 mL de
glutamina, 10% de suero fetal bovino, 2 mL de piruvato y antibiotico-antimicotico.

Se mantuvieron dentro de una incubadora a 37°C en una atmosfera de aire con 5% de
CO2 vy 95% de humedad relativa.

Transcurrido el tiempo de cuitivo, se retiré el volumen total de medio de cada pozo, el
cual fue sustituido por 1.7 mL de medio DMEM 100% y se adicionaron 300L de MTT
(Sigma Aldrich) de una concentracion stock de 1 mg/mlL, las cajas se colocaron
nuevamente dentro de la incubadora durante 4 h. Finalmente se retirb el medio con
MTT y se disolvieron los cristales de formazan contenidos en las células con 2 mL de
DMSO. Las cajas de 6 pozos con el DMSO se colocaron en un agitador horizontal
durante 10 minutos previamente a las mediciones con el espectrofotémetro.

Se realizaron dos mediciones con un espectrofotometro (EPOC Instruments, Biotec,
USA) a las longitudes de onda de 540 nm y 570 nm. La primera medicién se realizé
directamente de las cajas (2 mL) que contuvieron las micromatrices de electrodos y la

segunda medicion se realizd en cajas de 96 pozos, con 100L de la solucién con
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formazan. Las mediciones fueron comparadas con cubreobjetos control tratados con
poli D-lisina. Se adiciono también un control negativo tratado con triton-100X.
Ejemplo 2. Registro de actividad eléctrica de tejido neuronal primario

Realizada la prueba de biocompatibilidad, se procedid a realizar el cultivo celular
primario, en el cual se emplearon neuronas corticales obtenidas de ratas Long-Evans
(previamente anestesiadas con sevofluorano y posteriormente sacrificadas por
decapitacion} en edades de P2 a P3,

Una vez disociados, los hipocampos se sometieron a un tratamiento enzimatico con
tripsina a 0.1% en solucién HBSS sin Calcio y Magnesio por 30 min a 37°C, tras lo
cual, las células fueron lavadas y disociadas mecanicamente {con ayuda de pipetas
Pasteur pulidas a fuego), posteriormente, se centrifugaron por 30 segundos a 1500
rpm y se lavaron con HBSS, esto se repitid 3 veces. Finalmente las células se
sembraron en la matriz multielectrodo y se mantuvieron en cultivo por 11 das a 37°C
en una atmosfera de §% CO: y 95% aire en medio Neurobasal-A (Invitrogen, USA)
suplementado con nutrientes B-27 (Invitrogen, USA), 0.5 mM de glutamina, 100 U/mL
de penicilia y 100 U/mL de estreptomicina (Sigma, USA). El medio se recambio cada
3 dias. Llegado el dia 9 del cultivo, el medio fue remplazado por solucién fisiolégica de
registro (en mM: NaCl, 145; KCI, 2.5; HEPES, 10; glucosa,10; CaClz, 2; and MgClz, 1;
pH 7.4) Posteriormente la actividad espontanea se registré al dia 11 de cultivo. Los
experimentos se realizaron registrando la red de neuronas hipocampales. Para la
solucion de registro se empled una solucion extraceluiar de KCl, 3 mM; CaClz, 2 mM,;
MgCI2, 1 mM; glucosa, 10 mM; y HEPES, 10 mM (pH 7.4). El registro se realiz6é usando

una tasa de muestreo de 1 kHz. Los experimentos fueron realizados a 25°C.

10
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REIVINDICACIONES
Una matriz para registro de tejido neuronal a base de electrodos de silicio micro
estructurado con hilos de diametros sub-micrométricos distribuidos aleatoriamente,
caracterizada porque consiste de una placa de silicio tipo p con orientacion cristalina y
resistividad de 15-25 Ohms/cm, recubierta de AgNO;, con una cara anterior con
microhilos de silicio lograda mediante grabado quimico con H:0/HF/H:20:, vy
sobregrabado quimico y secuencial con H.O/polietilenglicol, y H2O/KOH/polietilenglicol:
y con la cara posterior con contactos eléctricos a base de fotorresina negativa; en donde
ambas caras, anterior y posterior, estan recubiertas de AgNO3 por inmension en solucion

de H.O/HF/polietilenglicol/AgNOj3 y tratamiento térmico a 200 °C.
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RESUMEN

En la presente invencibn se describe el disefio y fabricacibn de una matriz
multielectrodo mediante una metodologia econémica, reproducible y escalable, para
el registro de la actividad eléctrica de cultivo neuronal primario, con el fin de registrar
la actividad de redes neuronales, a las cuales se les inducen artificialmente episodios
similares a la epilepsia. Dicha matriz multielectrodo permite el analisis de sefiales
obtenidas de multiples regiones de la red neuronal, con el propésito de identificar
mediante el analisis de técnicas propias de los sistemas dinamicos no lineales,
parédmetros de orden que permitan discemir cualitativamente y cuantitativamente la

actividad eléctrica epileptogénica de la actividad elécirica no epileptogenica.

12
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