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Resumen

La necesidad de entender como funcionan las células vivas, como se comportan en
ciertas circunstancias, qué las hace saludables y qué las enferma es de suma importancia
para avanzar en campos como la biologia y la medicina. Una técnica para obtener estos
datos se conoce como electrofisiologia y consiste en utilizar electrodos para estimular

eléctricamente células excitables y medir su reaccion eléctrica.

En este trabajo se presenta una metodologia para disefiar y construir tres arreglos de
micro electrodos planares para estimulacion y sensado eléctrico de células excitables,
basando la forma del disefio en la porcion de tejido que se desea probar y las dimensiones
del disefio en parametros como el tamafio del fenotipo celular, la impedancia de la interfaz
electrodo - electrolito y la diafonia (crosstalk) entre electrodos. Se revisan las directrices
béasicas para el disefio de micro electrodos planares, las limitaciones y las ventajas que
presentan los materiales de fabricacion y los retos de ajustar la técnica de electrofisiologia a

micro escala.

Los arreglos disefiados se fabricaron, usando plata - cloruro de plata como material
para los electrodos y vidrio para el substrato, empleando tecnologia presente en México,
haciendo uso de técnicas como fotolitografia, lift - off y pulverizacion catddica para fabricar
los arreglos de micro electrodos, y litografia suave para fabricar una capa para
microfluidica abierta, usada como contenedor del medio biolégico que sustentd las células
durante las pruebas de validacion.

La impedancia de los micro electrodos fue caracterizada empleando espectroscopia
de impedancia electroquimica y los resultados fueron comparados con los obtenidos

tedricamente.

Se validé la micro- plataforma de estimulacion y sensado obteniendo perfiles de
potenciales de accion del nervio ciatico de rana toro, corazon de pez cebra y corazon de
rana toro, como ejemplos de células excitables, bajo diferentes patrones de estimulacion.
Estos resultados permiten confirmar que el compuesto plata - cloruro de plata es viable para
fabricar arreglos de micro electrodos destinados a la estimulacién y sensado de células

excitables.



Abstract

The need to understand how living cells work, how they behave in certain
circumstances, what makes them healthy and unhealthy is critical to progress in fields like
biology and medicine. A technique used to obtain these data is known as electrophysiology
and involves the use of electrodes to electrically stimulate excitable cells and measure their

electrical reaction.

In this thesis a methodology to design and build three arrays of planar
microelectrodes for sensing and electrical stimulation of excitable cells is presented. The
design of the electrodes is based on the portion shape of the tissue under test and the
dimensions on parameters such as phenotype cell size, the electrode-electrolyte interface
impedance and the crosstalk between electrodes. Basic design guidelines of planar
microelectrodes, the limitations and advantages of the manufacturing materials and the

technical challenges of miniaturizing the electrophysiology to micro scale are reviewed.

The arrays were built using silver - silver chloride as the electrode material and
glass for the substrate, making use of infrastructure currently available in Mexico to
perform photolithography, lift - off and sputtering to make the microelectrode arrays, and
soft lithography to make an open microfluidic layer to contain the biological medium that

supported the cells during the validation tests.

The impedance of the microelectrodes was measured using electrochemical

impedance spectroscopy and the results were compared with the theoretical ones.

A validation of the stimulation and sensing micro-platform was performed by
detecting the action potential profile of bull frog sciatic nerve, zebra fish heart and bull frog
heart, as examples of excitable cells, under different stimulation patterns. These results
allow us to confirm that silver - silver chloride compound is a feasible material for

microelectrodes focused on sensing and stimulating excitable cells.
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1 Introduccién

1.1 Bioelectricidad celular

La célula, la unidad mas basica de la vida, es una estructura compleja que sobrevive
de forma sorprendentemente andloga a los sistemas que conforma. Es decir, asi como
nosotros, las células comen, respiran, crecen, se reproducen, generan desechos y se
comunican con su medio circundante. Con los mecanismos para desarrollar todo esto
contenidos en un paquete que no supera los 130 [um] en organismos humanos [1], estos
pequefios bloques de construccidén para la vida estdn contenidos y protegidos por la
membrana celular, la cual conforma una divisién entre ellos y el medio que los circunda.
Esta membrana se forma por una doble capa de lipidos con proteinas embebidas, las cuales
generan una estructura resistente y selectivamente permeable a otras moléculas organicas y
varios tipos de iones. Esto le permite a la célula controlar la entrada y salida de materiales

que necesita para sobrevivir.

Una consecuencia de la membrana celular se manifiesta en la generacion de una
diferencia de potencial eléctrico entre el medio intracelular y el medio extracelular
(potencial de membrana). Esta diferencia de potencial bioeléctrico es la responsable
principal de las propiedades eléctricas de las células [2]. La correcta medicion de este
potencial nos puede llevar a conocer varios aspectos de la célula, como su estado de salud o

su funcionamiento.

El potencial de membrana basal se define por la diferencia de concentracién de los
iones a los que es permeable la membrana celular, principalmente iones de potasio (K*), de
sodio (Na") y de cloro (CI"), entre el interior y exterior de la célula. Esta a su vez logra el
flujo de iones auxiliandose de una serie de compuertas localizadas a lo largo de su

membrana, conocidas como canales ionicos y bombas moleculares.

Los canales i6nicos son compuertas de transporte pasivo que funcionan
auxiliandose del gradiente de concentracion entre el liquido intracelular y el liquido
extracelular. Cuando se activan, debido a estimulos externos, permiten el paso selectivo de

los iones a los que son susceptibles, modificando el gradiente de concentracion.
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Las bombas sodio - potasio son compuertas de transporte activo que, al activarse,
transportan iones de sodio y de potasio en contra del gradiente de concentracion, generando
una baja concentracion intracelular de iones de sodio y una alta concentracion de iones de
potasio con respecto al liquido extracelular. Estas diferencias de concentracion causan un
potencial negativo con respecto al liquido extracelular conocido como potencial de
membrana en reposo. Este potencial, generalmente del orden de decenas o centenas de
milivolts, causa a su vez un campo eléctrico fuerte incluso para estandares del mundo
macro (10° a 10° [V/m]). Esto es debido a que el potencial de membrana en reposo se
presenta a lo largo de una superficie cuyo grosor generalmente se encuentra en el orden de

los nanémetros (10°° [m]) [3].

Un modelo eléctrico simplificado de la célula consiste en considerar los liquidos
intracelular y extracelular como electrolitos que poseen conduccion eléctrica. Al estar
formada por una capa doble de lipidos, la membrana celular presenta un comportamiento
fundamentalmente aislante, con la excepcién de las secciones de ella donde se encuentran
los canales idnicos y las bombas de sodio - potasio, por lo que se modela como un arreglo
de capacitancias y resistencias, las primeras siendo generadas por la existencia de dos
conductores (liquidos intracelular y extracelular) separados por un dieléctrico (membrana
celular) y las segundas debido a que los canales iénicos y bombas sodio - potasio forman

caminos conductivos entre el interior y exterior de la célula.

Canal iénico Capa doble
de llpldos 1

=M =

Capac:ltancia(C) Conductancia (G)

R=1/G =16

A%

Figura 1.1. Equivalentes eléctricos de los elementos de la membrana celular.
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1.2 Métodos de sensado y estimulacion del potencial de membrana:
Electrofisiologia

La electrofisiologia es la disciplina que se encarga de estudiar como se comportan

las células y los tejidos vivos a partir de sus propiedades eléctricas, mediante la medicion

de sus potenciales de membrana al ser estimulados por campos o corrientes eléctricos. Esto

resulta de fundamental importancia para caracterizar los sistemas anatomicos que éstas

conforman.

La forma tradicional de realizar electrofisiologia celular consiste en producir un
agregado celular (conjunto de células disociadas) de la especie que se desea estudiar,
generalmente en una caja Petri, el cual se mantiene vivo y se desarrolla mediante el uso de
voluminosas incubadoras, que lo mantienen a una temperatura, pH y concentracion de 0,
constantes e ideales a sus necesidades, y bombas que suministran el medio acuoso rico en
elementos que requieren las células para sobrevivir [4]. Una vez que se tiene un agregado
celular viable, se somete a alguna técnica de deteccion u observacion (microscopia, patch
clamp, fluoroscopia, etc.) para determinar un parametro de comparacion sobre su estado y
salud.

Una de estas técnicas denominada patch clamp consiste en emplear micro
manipuladores para fijar (patch) una micro pipeta rellena de un electrdlito o material
conductor en contacto a la membrana de la célula objetivo, lo que crea un camino para la
corriente eléctrica de y hacia la misma. Bajo estas condiciones, se realizan mediciones de la

membrana celular a tension o corriente fijas (clamp) [4].

Existen trabajos de electrofisiologia aplicada in vivo (directamente en las células del
animal objetivo mientras sigue vivo). Estos muestran la necesidad de numerosos y
complejos equipos de laboratorio aplicados al sujeto de estudio, de forma invasiva, para
realizar mediciones fisioldgicas relevantes. Por otro lado, las mediciones in vitro presentan
otros retos, siendo quiza el mas caracteristico la dificultad de emular las condiciones
internas del cuerpo de un ser vivo en un experimento in vitro (donde se toman muestras
celulares y se cultivan artificialmente). Esto provoca que dichos resultados no sean tan
representativos de los fendmenos fisioldgicos reales de un ser vivo. Los sistemas micro

electromecanicos (MEMS) pueden emplearse para ayudar a resolver esta problematica [5].
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1.3 Micro plataformas para analisis celular

En busca de técnicas alternativas para realizar electrofisiologia celular, se han
realizado un gran nimero de reportes de micro-fabricacion de dispositivos MEMS
aplicados a biologia celular [6], [7], asi como reportes sobre métodos de interaccion de
ingenieria celular [8] y un amplio ndmero de revisiones de cultivos celulares y micro-
fabricacion [9]-[11]. En ellos se establece que el reto de esta tecnologia es el desarrollar
interfaces in vitro que imiten con fidelidad las condiciones fisiologicas basicas que suceden
en sistemas in vivo, lo que arrojara resultados bioldgicamente relevantes. Asi mismo, se
espera que estas plataformas funcionen como moddulos que eventualmente conformen
sistemas tipo Lab On a Chip (LOC), que hoy en dia representan herramientas muy veloces

y de alta sensibilidad para analisis y diagnostico de entidades quimico-biologicas.

La habilidad de los dispositivos LOC de manipular volimenes pequefios ha
permitido a los investigadores desarrollar experimentos precisos y mejor controlados en
muchas areas de las ciencias, como lo son la biologia, la quimica y la medicina
(BioMEMS) [12], [13]. Siendo que la mayoria de las células y sus estructuras internas
tienen dimensiones en el orden de los micrémetros, justamente la escala en la que se
desarrollan estos sistemas, lo que permite la posibilidad de controlar, en cierta medida, el
micro entorno de los dispositivos de forma precisa (su temperatura, caracteristicas de
liquido extracelular, presion del medio, direccién del flujo eléctrico en una solucion, matriz
extra celular, etc.), generando un entorno con algunas caracteristicas parecidas al de un
organismo Vvivo [14]. No obstante, no resulta trivial trasladar un experimento realizado en
escala macroscépica a micro-escala solo redimensionandolo, es necesario considerar otros

fendmenos fisicos que a escala normal no tienen la misma proporcion [5].
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Uno de estos fendmenos de especial relevancia es la resistencia eléctrica que
presentan las trazas conductoras a micro escala. Por ejemplo, mientras que en un conductor

comun, como lo seria un alambre de cobre calibre 18 AWG (didmetro de 1.02362 [mm]), la
resistencia eléctrica por unidad de distancia es pequefia (~21 x 10‘6[%]), esta resistencia
se vuelve significativa en una traza conductiva del mismo material a escala micrométrica
(~1.2 [%] en algunas de las trazas disefiadas para el presente trabajo con una seccion

transversal de 100x103[nm] por 140 [nm]). La Figura 1.2 muestra una representacion de

la seccion transversal de los conductores descritos en este ejemplo.

[
e

Figura 1.2. Ejemplo de la escala en las trazas de conduccion eléctrica disefiadas en el presente trabajo. Se
muestra la seccion transversal de un conductor calibre 18 AWG (a) y una traza conductora de
100x10% x 140 [nm] (1b), ambos con escala 100:1 y medidas en [mm]. También se presenta una seccién de la
misma traza conductora (2b) con escala 100,000:1 y medidas en [um] para clarificar su forma rectangular.
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Se han presentado varios trabajos en el campo de la estimulacion [15]-[17] y
sensado [18]-[20] de potenciales bioeléctricos en células animales. En particular, las
células excitables presentan una respuesta a algun tipo de estimulacion (eléctrica, mecéanica

0 quimica).

En este trabajo se presenta el disefio, construccién y validacion de un nuevo micro
dispositivo que integra los elementos necesarios para realizar pruebas de electrofisiologia a
células excitables en un chip monolitico, haciendo uso de micro electrodos planares
fabricados con plata - cloruro de plata para la excitacion y el sensado de estas células. Para
el disefio del arreglo de electrodos se tomé en cuenta el objeto de estudio al cual se le
aplicara la técnica de electrofisiologia, como lo son agregados celulares y porciones de

tejido de células excitables.
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1.4 Justificacion

El estudio de células excitables contribuye al entendimiento de los mecanismos de
operacion de un ser vivo. El contar con una plataforma que permita acondicionar eléctrica y
quimicamente un agregado celular, asi como la deteccion eléctrica de su respuesta es de

gran utilidad para dicho proposito.

1.5 Objetivos

e General

La plataforma no invasiva que se desarrolle debera adaptarse a diversos tipos
celulares y permitir una nueva gama de arreglos experimentales que brinden repetitividad y

control, arrojando resultados bioldgicos relevantes.

Ademas, este sistema sera modular en el sentido que contara con la capacidad de ser
integrado en otros biochips de forma sencilla. Esto es especialmente importante porque se
propone que sea parte de un sistema tipo Lab On a Chip (LOC)dedicado al cultivo de
celulas, lo cual representaria un avance en la generacion de este tipo de tecnologias en

Meéxico.
e Particulares

1) Disefiar un prototipo de biochip polimérico que permita estimular y sensar la

actividad de agregados celulares excitables.
2) Construir el biochip disefiado.

3) Caracterizar sus propiedades eléctricas en presencia de un medio de cultivo
celular y establecer las bases para un futuro sistema Lab On a Chip integrado de disefio y

fabricacion mexicana.
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2 Marco teédrico

2.1 Interfaz electrodo-electrolito

Al colocar un metal en contacto con una solucion salina, como el medio en el que se
encuentran las células, se genera una interfaz electrodo-electrolito. Parte del metal empieza
a reaccionar con la solucién, disolviéndose ligeramente y generando una pérdida de &tomos
del electrodo hacia el medio, en forma de iones. Esta pérdida deja al metal con carga
negativa y a los iones metalicos disueltos en la solucién con carga positiva. EI campo
eléctrico formado por esta diferencia de cargas tiende a atraer los iones de nuevo a la
proximidad de la superficie del metal, sin embargo se requiere energia para su reintegracion
a la capa metalica, por lo que los iones simplemente se agrupan cerca de la superficie del

metal.

2.2 Modelo de doble capa de Helmholtz

Se han estudiado diferentes modelos de analisis de la interfaz electrodo-electrolito
en pro de mejorar el disefio de electrodos para diferentes aplicaciones medicas y bioldgicas
[21]. El modelo de Herman von Helmholtz es el mas usado para representar esta interfaz

mediante una doble capa de iones y aniones (Figura 2.1).

@ v®
| Metal ‘ &, O o ssz:)lliﬁzmn
' del @ o

electrodo P N
0 o "D .
‘ .K_)

Figura 2.1. Interfaz electrodo - electrdlito. lones del metal (M*) y aniones (A°) se agrupan en la interfaz
del metal con la solucion salina, formando la doble capa de Helmholtz.
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Al colocar un segundo electrodo en el electrdlito se forma una celda electroquimica,
lo que genera un potencial eléctrico en la interfaz de ambos electrodos debido a la
separacion de iones cargados a través de la doble capa de Helmholtz de cada uno.

La diferencia de potencial de cada electrodo es conocida como potencial de media
celda (Vimc, half - cell potential en inglés) al representar la mitad del potencial total que se
presentaria en una celda electroquimica con electrodos del mismo material. También, se le
suele denominar potencial de offset del electrodo por manifestarse como tal en mediciones
de biopotenciales [3]. No es posible medir directamente este potencial debido a que se
requeriria de un potencial eléctrico de referencia generado con otro electrodo, el cual

tendria a su vez su propio potencial de media celda.

Estos potenciales son caracteristicos de cada metal y tedricamente, si ambos
electrodos son del mismo material, sus potenciales deberian anularse al realizar una
medicién por tener igual magnitud pero diferente polaridad. Esto implicaria que la
estructura atomica e impurezas de ambos electrodos deberian ser idénticas, lo cual es
sumamente improbable. Por esto, y dependiendo de la sensibilidad necesaria para realizar
mediciones, es deseable contar con electrodos que posean magnitudes minimas en su
potencial de media celda. Se ha llegado a una convencion para medirlos [21], debido a que
forman parte importante en el desarrollo de instrumentos de medicion de potenciales
bioeléctricos. La Tabla | muestra este potencial para electrodos construidos con diferentes

metales y la reaccion quimica que ocurre en la interfaz electrodo-electrolito para dicho

metal.
Tabla I: Potencial de electrodo para diferentes metales y su reaccién quimica general a 298 K [21].

Metal Reaccion Potencial de media celda Vi [V]
Hierro Fe > Fe?t + 2e~ -0.409

Cloruro de plata Ag+Cl™ - AgCl + e~ +0.223

Cobre Cu-Cut+e” +0.522

Plata Ag - Agt+e” +0.799

Oro Au— Aut +e” +1.680
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El circuito equivalente para una interfaz electrodo - electrdlito se presenta en la
Figura 2.2. Cabe sefialar que ésta es solo una aproximacion lineal del comportamiento de la
interfaz, la cual es variante en el tiempo debido a los cambios en las condiciones del medio,
procesos de oxidacion y reduccion en la superficie del electrodo, temperatura del sistema,

frecuencia de excitacion, eventos celulares, etc.

Rtc
A
Vme
Electrodo o—— 4”— ® - 'S & Electralito

-

Figura 2.2. Circuito eléctrico equivalente de la interfaz electrodo electrélito, donde VVmc es el potencial de
media celda, Rtc la resistencia por transferencia de carga y Ci la capacitancia total de interfaz debidos a la doble
capa de iones y aniones. Estos Ultimos se trataran mas adelante en este texto.

Es importante mencionar que las caracteristicas deseables de un electrodo son
influenciadas por la funcion que cumplira. Si se requiere un electrodo que realice funciones
de sensado, es deseable buscar que posea una impedancia eléctrica alta de tal forma que
permita realizar mediciones sin cargar el sistema eléctrico del objeto de estudio; por otro
lado, si se requiere un electrodo que realice funciones de estimulacion, éste debe tener una
resistencia tal que se garantice una buena transmision de la potencia de la sefial estimulante,

minimizando la generacion de artefactos.
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2.3 Caracteristicas eléctricas del electrolito o medio biologico
El electrélito en cuestion es un conjunto de sales que se utilizan para mantener vivo
el objeto de estudio, en este caso a las células. Es comun referirse a éste como medio

biolégico o medio de cultivo.

Es de gran importancia conocer las caracteristicas eléctricas de este medio,
principalmente la permitividad eléctrica y la conductividad, debido a que estas afectan el
modelo eléctrico de la interfaz electrodo - electrélito y la dispersion de sefiales eléctricas en

el mismo.

2.3.1 Conductividad

La conductividad total de un electrdlito se calcula empleando el concepto propuesto
por Friedrich Kohlrausch (1874), donde la conductividad eléctrica de una solucién es
proporcional a las concentraciones y movilidades de los iones libres que posee (los
responsables de la transmision de la corriente eléctrica en €él) y usando las ecuaciones

desarrolladas por Arrhenius (1883) para tal motivo [22].

La conductividad eléctrica total (o) de una solucion es la suma de las
conductividades equivalentes (1;) debidas a cada tipo de ion portador de carga (i) por su
concentracion molar (C;) presente en la solucién, como se describe en la ecuacion (1). Se
debe agregar una constante de proporcionalidad («;) para denotar la fraccion de portadores
de carga disociados en la solucidn, los cuales participan en el flujo de corriente eléctrica.

Esta constante es usualmente 1 para denotar disociacion total de los iones en el electrolito.

0= ZaiI{Ci 1)
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La conductividad equivalente debida a cada ion es dependiente de la concentracion

de su respectiva sal y disminuye al aumentar dicha concentracion:
=i~ a/C )
Donde:

A;y- Conductividad limitante equivalente de la especie de iones (i) para disociacion

total.
a: Constante de proporcionalidad empirica.

Se han obtenido experimentalmente las conductividades limitantes para varias
especies de iones y sales, de las cuales se presentan las de interés para este trabajo en la
Tabla Il [22].

Tabla I1: Conductividad limitante equivalente de los iones y sales usados en el medio bioldgico. [22]-[24]

lon o sal Aiy [mS/(cm mol)]

Ca* 59.50
H* 349.80
Kt 73.52
Mgt 53.06
Na* 50.11
Ccl~ 76.35
HCO3 44,50
S0, 80.00
NaH,P0, 80.20
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2.3.2 Permitividad eléctrica del medio

La permitividad eléctrica de diferentes medios bioldgicos se ha estudiado
previamente [25], lo que ha permitido llegar a valores estandarizados para un mismo
compuesto, siendo la concentracion de éste y su temperatura caracteristicas determinantes
de dicha permitividad. En la Tabla 11l se presentan valores estandarizados de permitividad

eléctrica para algunos compuestos de interés.

Tabla I11: Permitividad eléctrica relativa de algunos compuestos de interés [25]. Valores con
concentracién de 1 [Mol] a 300 [°K].

Compuesto Permitividad eléctrica relativa

NacCl 69
KCl 70
MgCls 50
Na,S0, 58

2.4 Composicion y concentraciones del medio biolégico empleado

El medio biolégico empleado para sustentar a las células es una mezcla de sales y
glucosa presentes en el cuerpo de la especie objetivo y que permiten mantener vivas las
células en una condicion quimica cercana a la in vivo. Los compuestos y concentraciones

usados en el medio bioldgico empleado se presentan en la Tabla IV.

Tabla 1V: Compuestos y concentraciones del medio biolégico empleado en las pruebas del presente
trabajo.

Compuesto Concentracion [mMol] ‘

NacCl 125
KCl 2.5
CacCl, 2
MgCl 1
NaHCO, 26

NaH,PO, 1.25
Glucosa 10
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2.5 Capacitancia de interfaz electrodo - electrolito

Como se explico anteriormente, en la interfaz entre el electrodo y el electrdlito se
forma una region donde se produce un intercambio iénico entre los radicales libres del
electrolito y el metal del electrodo, que eléctricamente se comporta como una capacitancia
en el modelo del sistema. La naturaleza dindmica de esta capacitancia de interfaz la vuelve
dificil de calcular, pero se lograr una aproximacion empleando las consideraciones de

Helmholtz, Gouy, Chapman y Stern [26].

2.5.1 Capacitancia de Helmholtz (Cy)

En el modelo propuesto por Helmholtz en 1879, la capacitancia de interfaz se
determina por el area del electrodo, el grosor de la capa de iones que se aglomeran en la
interfaz (también conocido como la distancia al plano exterior de Helmholtz) y la

permitividad dieléctrica del electrélito (el medio de cultivo en nuestro caso).

€o€-A

©)

=
dPEH

Donde:

€o€,. Permitividad dieléctrica del electrélito.

A: Area del electrodo.

dpgy: Distancia del electrodo al plano exterior de Helmholtz.

2.5.2 Capacitancia de Gouy - Chapman (C¢c)

Lamentablemente, el modelo propuesto por Helmholtz no toma en cuenta la
dependencia de la capacitancia a la diferencia de potencial existente entre electrodo y
electrolito, por lo que usarla directamente introduciria un factor de error que aumentaria
proporcional a esta diferencia. Para resolver éste factor de error, Gouy (1910) y Chapman
(1913) se dedicaron a modificar la aproximacion de Helmholtz para incluir los efectos
derivados de la diferencia de potencial en esta capacitancia.
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Definieron que para voltajes menores a 50 [mV] la caida de potencial a traves de la
interfaz podria ser modelada por una exponencial decreciente, cuyas variables serian el
tamafio de la interfaz ionica y la longitud de Debye, pardmetro que caracteriza el

decaimiento espacial del potencial a través de la capa de difusion.

€o€r Vi
= |——— 4
Lo ’Znozzq )

Donde:

Lp: Longitud de Debye.

€o€,. Permitividad dieléctrica del electrdlito.

V;: Voltaje térmico (KT/q).

n’: Concentracion de iones en el electrdlito (iones/litro).
z: Valencia de los iones.

q: Carga eléctrica de un electrén.

Esto permite definir la capacitancia de interfaz como la presente en un sistema
simple de placas paralelas separadas por una distancia igual a la longitud de Debye, cuyos

cambios por cargas moviles son involucrados por un coseno hiperbolico.

€p€-A zVy

Cec = L, COSh(Z_Vt) ®)

Donde:

V. Potencial eléctrico en el electrodo.
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2.5.3 Sterny la capacitancia de interfaz total (C;r)

Experimentalmente, se observaron inconsistencias con la capacitancia de Gouy -
Chapman al ser ésta mayor de lo que se observaba; para solucionar este problema Stern
(1924) combind ésta y la capacitancia de Helmholtz para obtener una figura méas adecuada

de la capacitancia de interfaz, lo que se conoce ahora como la capacitancia de interfaz total.

1 1
Cr=7++-— (6)
Cy  Cec

2.6 Resistencia eléctrica de interfaz y de solucion biol6gica

Es necesario tomar en cuenta que existe una resistencia al flujo de corriente en la
interfaz electrodo - electrdlito, la cual es de suma importancia conocer debido a que aporta
en gran medida a la atenuacion de las sefiales que deseamos medir. Ademas, aunque los
liquidos biologicos tienden a ser buenos conductores debido a sus altas concentraciones
ionicas, es necesario conocer el valor preciso de la resistencia en este liquido para estimar

los potenciales extracelulares de las células objetivo.

2.6.1 Resistencia eléctrica por transferencia de carga (R;.)
En la doble capa de Helmholtz se forma una regién de movimiento idnico constante,
esto produce corrientes eléctricas desde y hacia el grueso del electrolito; sin embargo, la

suma total de estas corrientes tiende a un equilibrio.

Corrientes externas que traten de ir de electrodo a electrolito y viceversa, debidas a
algun potencial externo a la interfaz, se encontraran con estas corrientes por transferencia
de carga y se veran limitadas al intentar sacar del equilibrio a esta region, esta limitacién se
modela como una resistencia en la interfaz electrodo - electrolito, cuyo valor depende de la

densidad de corriente en equilibrio de la doble capa de Helmholtz (]eq), el voltaje térmico
(V,) y la valencia de los portadores responsables de la transferencia de carga (z).

Vi

R.. =
“ " Jeqz

(")
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2.6.2 Resistencia eléctrica por dispersion (R,)

Se le denomina resistencia por dispersion a la resistencia eléctrica que ofrece el
electrolito al paso de corriente de un electrodo en el medio a otro. Este parametro es
calculado empleando la relacion geomeétrica de la resistividad con la resistencia,
considerando la resistividad eléctrica del medio (p), el area de los electrodos (4) y la
distancia a la que se encuentran separados (d).

_pd
R=L2 ®

Existen varias aproximaciones de esta formula para diferentes geometrias; asi, para
un arreglo planar de electrodos circulares cuyo contra electrodo es infinitamente grande se
expresa como se muestra en (9) [27].

Ry = )

Donde:
p: Resistividad eléctrica del medio[Q m].
r: Radio del electrodo [m].

Ademas, en un arreglo de multiples electrodos, se debe considerar la posicién
relativa de uno con respecto a los deméas para calcular sus resistencias de dispersion
individuales, con lo que la resistencia por dispersion total de un electrodo se forma del
paralelo de R, para cada otro electrodo en el electrélito.
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2.7 Modelo eléctrico total de la interfaz electrodo - electrolito

El modelo eléctrico total de la interfaz electrodo - electrélito (Figura 2.3) es el
mismo tanto para electrodos destinados a estimulacion como para electrodos destinados al
sensado celular. La diferencia radica en los valores de los componentes que lo conforman,

los cuales son dependientes de la forma del electrodo y las propiedades del medio.

Interfaz electrodo - electrdlito

|
R

Electrdnica para Rd2

; : /
Sensado/Estimulacién o—— —) 'y *— "\ NM—— — Lo Veelula
; : L
X

|H—

Figura 2.3. Modelo eléctrico total de la interfaz electrodo - electrélito y su conexion eléctrica a una célula.

2.8 [Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés) es
un método que se emplea exitosamente para caracterizar electrodos para micro sensores
[28]. Se seleccion6 esta técnica por su amplia documentacion y relativa facilidad de
aplicacion [29]. Consiste en aplicar un estimulo (generalmente tension eléctrica) al sistema
que se desea caracterizar y al medir su impedancia se relacionan las propiedades del objeto
de estudio con los cambios en esta propiedad eléctrica. La estructura fisica y las reacciones
qguimicas que ocurren en el material son las principales responsables de los cambios en la

impedancia medida.
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Algo importante a remarcar acerca de EIS es que representa una poderosa
herramienta de caracterizacion que no es destructiva al objeto de estudio [30], por lo que se
puede emplear varias veces en el mismo objeto para generar mediciones con mayor
confianza. Ahondando en esta técnica, la impedancia electroguimica usualmente se obtiene
aplicando una diferencia de potencial alternante a diferentes frecuencias en las terminales

de una celda electroquimica y midiendo la corriente a través de ella.

Rtc

Vmc

Ci

e

+ 4%
@
2
1

L

Figura 2.4. Aplicacion de un voltaje arbitrario pero conocido (Vs) al modelo de media celda de Helmholtz.

Como primera aproximacion al problema de caracterizar la interfaz electrodo-
electrolito, se toma un solo electrodo del modelo de doble capa de Helmholtz y se aplica
una diferencia de potencial arbitraria pero conocida (Vs) entre sus terminales (Figura 2.4).
La corriente eléctrica es medida con un amperimetro y se compara con la ecuacion que

describe la respuesta de este sistema para obtener la impedancia eléctrica de la interfaz.
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La respuesta del modelo se expresa en el dominio de la frecuencia como la suma de

las impedancias complejas de los elementos del circuito, descrita en la ecuacion (10).

V.(jw) = I(jw) |Z Lelre |y, 10
c(w) = (jw) Rd+m = Ve (10)
Donde:
1
ZRd = Ry; Zth = Ry Zci :iji

La impedancia del electrodo queda entonces caracterizada en la ecuacion (11).

V.(jw ZcZ %4
s(l. ) _ . + Ci%Ryc _ TT.lC (11)
Is(]w) ZCL- + ZRtC Is(]w)

Z(jw) =

De la ecuacion (11) se aprecia que es deseable la seleccion de un material con un

potencial pequefio de media celda (Vi) para la facil caracterizacion de los demaés valores

del electrodo, debido a que minimiza el impacto de la impedancia variable IV(’]"—:))

Expandiendo esta primera aproximacion, se agrega un segundo modelo de media
celda el cual representa a un segundo electrodo, idéntico al primero, empleado para

referenciar el medio a tierra (Figura 2.5).
La respuesta total queda expresada por la ecuacién (12)

ZCi Zth

Vi(jw) = (Jw) |Zg, + 2
s(]w) s(]w) Rg ZCi+ZRtC

- Vmc + Vmc (12)
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Figura 2.5. Modelo completo de dos electrodos en contacto con un medio acuoso. Rd representa la
resistencia que presenta este medio al paso de corriente entre los electrodos.

En el caso ideal de dos electrodos idénticos el potencial de media celda se anula y la
impedancia total de los electrodos se obtiene facilmente. En condiciones reales aun quedara
una diferencia entre ambos potenciales de media celda, pero empleando electrodos del
mismo material, forma y proceso de fabricacion ayuda a minimizar el error introducido por

este factor.

Finalmente, la impedancia total del sistema esta descrita por la ecuacion (13).

Vs(jw)

20e) =1 Ga)

Zc Zg
=|Z, +2— "t 13
[Re ZCi+ZRtC] (13)
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3 Seleccion de materiales

Como en la mayoria de los dispositivos, la eleccién adecuada de los materiales a
usarse juega un papel fundamental en la viabilidad y funcionalidad del sistema,
determinando su peso, rigidez estructural, transparencia 6ptica, conductividad eléctrica,
inflamabilidad, caducidad, etc. Mas aun, en las disciplinas de la ingenieria que integran a la
biologia y medicina, es de especial importancia determinar la biocompatibilidad de estos

materiales.

3.1 Materiales pasa sustrato y capa para microfluidica

Existe una gran cantidad de materiales para trabajar el sustrato o la microfluidica de
un sistema MEMS. En BioMEMS, tal cantidad se ve limitada por la necesidad de encontrar
los materiales que permitan el estudio de células vivas sin que estos interactien de forma

adversas con ellas. Aqui se presentan algunos de los mas usados.

3.1.1 PDMS

El polidimetilsiloxano (PDMS) es un elastdmero basado en silicio con varias
propiedades mecanicas y Opticas deseables en BioMEMS. Es un material no toxico para las
células, presenta poca interaccién con el medio de cultivo que las sustenta y es permeable a
los gases. Ademas, su baja autofluorescencia y buena transparencia optica en el rango de la

luz visible es de gran ayuda en aplicaciones que requieren microscopia [5].

Este material, ademas, presenta gran facilidad en su manejo para almacenamiento y
produccion de prototipos, tiene gran resolucion de copiado de patrones y no se necesitan
aparatos especializados para su manipulacion [31]. Otra ventaja del PDMS es su bajo costo,
lo que permite el prototipado rapido, y por ende, el refinamiento del disefio de los

dispositivos.

3.1.2 Poliestireno

El poliestireno es el tipo de plastico més utilizado para construir equipos dedicados
a realizar cultivos celulares. Presenta toxicidad nula para las células, buena rigidez
mecanica y gran facilidad de obtencion a precios moderados. Algunos tipos de poliestireno
presentan transparencia 6ptica en el rango de la luz visible, lo que permite su uso en

aplicaciones que requieren de microscopia para obtener observaciones desde el chip. Sin
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embargo, su manipulacion para crear micro-prototipos es complicada al ser un material que

se trabaja por termo formado, lo que requiere equipo especializado de alta precision [31].

3.1.3 Vidrio

El vidrio presenta una de las opciones de menor costo para conformar el sustrato de
un dispositivo BIoOMEMS [5]; sin embargo, es también el mas dificil de trabajar por
necesitar equipos de precision para grabar micro disefios en su superficie. Presenta
transparencia optica en el rango de la luz visible, es un material sumamente rigido, no es
permeable a los gases y es totalmente inerte a la presencia de células o él medio que las

sustenta.

En la Tabla V se presenta un resumen de las caracteristicas de cada material. La

manipulacion del material se refiere a la facilidad de producir un dispositivo MEMS a partir

de él.

Tabla V: Principales materiales para la fabricacion de BioMEMS y algunas de sus caracteristicas [5],
[31].
Material Toxicidad Permeabilidad Optica Manipulacion
PDMS Biocompatible Gas Transparente $3$ Fécil
Poliestireno Biocompatible Variable, Gas Transparente $$ Dificil
Vidrio Biocompatible No Transparente $ Moderado

En el presente trabajo se selecciona PDMS como material de construccién para la
capa de microfluidica porque, ademas de su biocompatibilidad, facilidad de uso, buena
transparencia Optica en el rango de la luz visible, baja autofluorescencia y bajo costo, es un
material sencillo de usar para obtener un prototipo funcional empleando una gran gama de
procesos de micro manufactura como micro maquinado y litografia suave [5]. Para el
sustrato se eligié vidrio por su biocompatibilidad, bajo costo, resistencia a ser deformado y

transparencia en el rango visible.
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3.2 Materiales para electrodos

Se han estudiado varios materiales que sirven para la construccion de electrodos
utiles en aplicaciones MEMS, siendo algunos de los mas notables PDMS combinado con
negro de carbon (carbon black) [32], [33], plata - cloruro de plata [34], [35], PDMS
combinado con nanotubos de carbono [36], ITO (Indium Tin oxide) [13] y oro [37]. Definir
el material y el disefio de los electrodos del sistema es fundamental para este trabajo, ya que
su cuidadosa seleccion genera condiciones de medicion u excitacion deseables, que
mejoran la fiabilidad de los resultados del sistema. Dependiendo si se desean electrodos de
estimulacion o sensado se requieren caracteristicas diferentes para los materiales de los que

serén fabricados [21].

A continuacion se analizan las propiedades, ventajas y desventajas de algunos de los
materiales mas empleados para construir micro electrodos para electrofisiologia celular

superficial.

3.2.1 Plata - Cloruro de plata

Los electrodos fabricados con plata - cloruro de plata son actualmente de uso
estandar para sensado en aplicaciones tanto extracelulares como intracelulares. Estos
electrodos son usualmente no planares y de gran tamario (1 - 5 [cm]) pero se ha empezado a
explorar su uso en micro sistemas [38]. Generalmente, se fabrican sumergiendo el cuerpo
principal del electrodo, formado de plata, en un bafio con iones de cloro los cuales al entrar

en contacto con la superficie de este generan un recubrimiento de cloruro de plata [39].

Estos electrodos presentan desventajas si se desean emplear para estimulacion
debido a que, dependiendo del tipo de sefial para el estimulo, se degradan al tener pérdida
de iones en su superficie por el paso de corrientes eléctricas. Si estos electrodos se someten
a una sefial monofasica, la generacion de iones se da en un solo sentido, lo que en periodos
largos llega a causar la pérdida total de la interfaz de cloruro de plata, exponiendo plata
pura al medio de cultivo. Esto no sélo causa la degradacion de la interfaz electrodo-
electrolito, sino que también el electrodo empieza a liberar iones de plata en el medio, los
cuales envenenan el cultivo celular [2]. Si en cambio se emplea una sefial de estimulacion

bifasica y simétrica, el flujo de iones se generaria en ambos sentidos (entrando y saliendo
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del medio) a intervalos regulares, lo que causa una menor pérdida en el material del

electrodo, nula en un caso ideal.

Algunas ventajas de estos electrodos suman su gran disponibilidad en el mercado,
gran cantidad de estudios basados en su fiabilidad, baja resistividad eléctrica
15.9x10~[Q m] [40], facilidad de manejo, bajo potencial de offset y bajo costo relativo a

electrodos fabricados de otros metales, tales como oro y platino.

Las desventajas que presentan son la necesidad de usarse en cultivos celulares cuyo
medio y caracteristicas de excitabilidad contengan iones de cloro y su limitado uso como
electrodos para excitacion debido a su posible polarizacién por efectos del degradado en su

superficie de cloruro de plata.

3.2.2 Platinoy oro

Estos metales nobles son empleados generalmente para la construccion de
electrodos en disciplinas afines a la neurologia y otras areas de estudio donde se necesitan
estructuras mecanicas rigidas que soporten procesos de implantacion. Son
electroquimicamente inertes lo que significa que los electrodos construidos con estos
materiales al ser sumergidos en un electrdlito y ser sometidos a una corriente eléctrica no
presentan pérdida ni ganancia de iones, mas bien catalizan otras reacciones en sus
superficies y agregan o sustraen electrones de ellas, lo que les permite transmitir la
corriente eléctrica sin consumir el material del electrodo. Generalmente se les modela como

capacitores debido a esta caracteristica.

Gracias a la poca resistividad eléctrica del oro y del platino, 22.14x107° [Qm] y
105x10~° [Q2 m] respectivamente [40], forman excelentes electrodos para estimulacion y
sensado, pero tienden a ser susceptibles a fuentes de ruido externo por lo que su uso en
aplicaciones de sensado en agregados celulares debe ser cauteloso y generalmente se
requiere de su uso junto con equipos electronicos de filtrado de sefiales [3]. Otro factor a
tomar en consideracion es su elevado costo y moderada disponibilidad en el mercado,
debido a que se requieren materiales de grado médico para asegurar gque no sean

contaminados los agregados celulares donde sean aplicados [37].
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3.2.3 Iridio - oxido de iridio
De forma similar a como funcionan los electrodos de plata - cloruro de plata, los
electrodos hechos con iridio-0xido de iridio basan su funcionamiento en el intercambio de

iones con el electrdlito para transmitir corrientes eléctricas.

Las ventajas que aporta este tipo de electrodo son excelente durabilidad, la mayor
resistencia a la corrosion de los materiales presentados hasta el momento y gran resistencia
mecanica. Al tener una resistividad eléctrica de 47.1x107° [Q m] [40] mayor a la de la
plata (15.9x10~° [Q m]) tienden a no ser tan buenos electrodos de sensado como ésta, pero

forman excelentes electrodos de estimulacion.

Debido a su dureza, fragilidad y punto de fusién alto (lo que impide fundirlo y
depositarlo en los sustratos mostrados en este trabajo), el iridio sélido es dificil de usar,
cambiar de forma o mecanizar, por lo que se suele emplear en forma de polvo suspendido
en una matriz polimérica que lo contenga. También se consigue como madejas de finos
hilos que llegar a medir 150 [um] de didmetro, dimensiones adecuadas para generar un
micro electrodo; sin embargo, su manipulacion resulta un problema al ser un material
quebradizo e inviable para fabricar micro-electrodos planares no invasivos, como los que se

busca construir en este trabajo.

3.2.4 Acero inoxidable

Este material cuenta con una resistividad eléctrica grande en comparacién a los
demas conductores tratados hasta el momento (460x10~°[Q m]) [40], lo que limita su uso
para electrodos de sensado de sefiales en el rango de los cientos de milivolts. Este problema
se remedia construyendo los electrodos a lo largo de areas grandes para minimizar su
impedancia total, pero al hacerlo se limita la posibilidad de miniaturizar como es el caso de
aplicaciones MEMS. Debido a su bajo costo, el acero inoxidable se emplea generalmente
como un medio barato para crear electrodos de estimulacion. Otra caracteristica que posee
es la poca corrosion que sufre al entrar en contacto con liquidos salinos, por lo que se usa
en aplicaciones donde es critico que la vida util del material no comprometa el experimento

que se lleve a cabo.
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Este material es atractivo por su bajo costo, alta disponibilidad y gran resistencia
mecénica sin embargo el problema principal que tiene para aplicaciones de micro

electrodos es la dificultad de manufacturar estos a partir de un material tan resistente [3].

3.2.5 PDMS dopado con particulas conductoras

En afios recientes se ha explorado el dopaje de PDMS con numerosos aditivos para
cambiar sus propiedades térmicas [41], Opticas [42] y eléctricas [43]. Al combinar algunos
de estos materiales (dopantes) en suficiente proporcion con un polimero como el PDMS
(aislante eléctrico en su forma pura) se crea un material conductor cuya conductividad
eléctrica es directamente proporcional a la concentracion del dopante en el polimero. Los
carbones amorfos (como el negro de carbon), los nanotubos de carbono de multicapa
(Multi-walled carbon nanotubes) y algunas micro particulas de metales (plata, oro) son
ejemplos de esta clase de materiales dopantes. Se ha demostrado que se logran buenos
niveles de conduccion a bajas concentraciones de dopante en la matriz polimérica [44]. En
la Tabla VI se presentan las concentraciones y algunas de las propiedades reportadas de

estos materiales combinados con PDMS para su comparacion [44], [45].

Tabla VI: Principales agentes de dopado para aumentar la conductividad eléctrica del PDMS [44], [45].

Negro de carbon Nanotubos de Plata

carbono de multi

capa
Porcentaje de dopado en PDMS por peso 24 20 85
[%6]
Conductividad eléctrica exhibida [S m™] 10 0.35 10
Conductividad eléctrica propia del 1x103 23x103 63x10°
material dopante [S m™]
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Las ventajas de los electrodos hechos a partir de estos materiales se manifiestan al
ser inertes a los cultivos celulares, su facil integracion a dispositivos fabricados en PDMS,
flexibilidad de fabricacion tanto de forma como de propiedades fisicas al cambiar su
relacién de concentracion dopante - polimero y bajo costo. Otra ventaja resulta de no
necesitar material o instrumentos especializados demasiado costosos para su manejo y
fabricacion.

Aunque se ha comprobado que estos electrodos funcionan tanto para sensado como
para excitacion de células, se ha encontrado que suelen introducir componentes importantes
de ruido a los registros de sensado en varias aplicaciones, por lo que su uso de esta forma es

limitado [33], [45]. Aun se sigue estudiando su viabilidad para estudios a largo plazo.
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La Tabla VII resume las caracteristicas mas importantes de cada material, discutidas

previamente, tanto para aplicaciones de sensado como de estimulacion celular.

Tabla VII: Comparacién de propiedades de diferentes electrodos para biopotenciales [46].

Tipo de electrodo Para sensado Para estimulacion
Plata - Cloruro de Bajo ruido electroquimico Moderadamente til con
plata Bajo potencial de offset excitaciones bifasicas
Bajo potencial de deriva Pierden cloruro de plata con
Moderadamente costosos estimulaciones monofésicas
Platino y oro Ruidosos a bajas frecuencias Excelentes para estimulaciones por
Exhiben potenciales de deriva periodos largos
Costosos Funcionan bien con estimulacion

monofasica y bifasica

Iridio - Oxido de Generalmente ruidosos Buen comportamiento general
iridio Gran transferencia de carga por
unidad de area

Muy costosos
Acero inoxidable Ideales para sefiales de gran Buen desempefio para aplicaciones
amplitud cortas
Bajo costo Bajo costo
PDMS con negro de  Generalmente ruidosos Buen comportamiento general
carbon, nanotubos de  Aun en estudio Conductividad dependiente de su
carbon de multicapa concentracion
0 micro particulas Funcionan bien con estimulacion
metalicas monofésica y bifasica
Bajo costo

Para los electrodos que formaran la parte de estimulacion y sensado del biochip se
opto por emplear plata - cloruro de plata debido a su extenso estudio, moderada facilidad de

fabricacion, excelente conductividad, bajo costo y bajo potencial de offset [21].
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4 Disefio y construccion de un arreglo de micro electrodos

El disefio propuesto se concentrd en resolver la estimulacion y sensado de dos
posibles fuentes de estudio propuestas: agregados celulares y porcion de tejido vivo. Sin
embargo, el proceso de fabricacion de los diferentes disefios aqui propuestos fue el mismo,
por lo que éstos pudieron ser fabricados en un sélo substrato al mismo tiempo. Esto Gltimo
aumenta la versatilidad de un mismo chip y acorta el tiempo entre iteraciones de disefio,

construccion, prueba y correccién de fallas.

En esta seccidn se presentan por separado los diferentes disefios construidos, su
fundamentacion de forma y el proceso de fabricacion que se llevo a cabo. Posteriormente se
presenta un analisis de la resistencia eléctrica de las trazas conductoras contra el espesor de

la plata depositada, definiendo este pardmetro para obtener poca resistencia eléctrica.

4.1 Disefo de un arreglo de electrodos planares

Se decidié emplear como substrato un porta objetos de vidrio con dimensiones 75 x
50 x 1 [mm], con el objeto de estandarizar el tamafio del chip en vista de su futura
implementacion en otros proyectos similares. En esta area se incluyeron 4 disefios
diferentes de electrodos para aprovechar el proceso de fabricacién y aumentar la rapidez

entre las etapas de prototipado y prueba.

El area que cubren los disefios es dependiente del objeto de estudio en particular. Se
definieron dos objetos de estudio: agregados celulares y porciones de tejido. Para
determinar su forma y dimensiones fue necesario investigar los protocolos de estudio
celular que se emplean en el Taller de Biofisica de Sistemas Excitables Extendidos de la
Facultad de Ciencias de la UNAM, laboratorio que provee las células usadas en las pruebas

del presente trabajo. Se definieron los siguientes parametros de disefio:

e Agregados celulares: Conjunto de células disgregadas que pueden ser
contenidas en un é&rea circular maxima de 800 [um]. Esta &rea es
dependiente de la cantidad de células obtenidas para la prueba y puede

variar.
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e Porcion de tejido: Trozo pequefio de un tejido de forma variable. Como
parametro de disefio, se considero un prisma rectangular, como forma

comun, con dimensiones aproximadas de 200 [um] x 200 [um] x 5 [mm].

La forma y dimensidn de los electrodos de estimulacion y sensado fue escogida con
base en el objeto que se deseaba medir y estimular. Para los disefios enfocados en
agregados celulares se utilizaron electrodos circulares con didmetros alrededor de los 20
[um], tamafio aproximado de las células empleadas, considerando la forma cuasi esférica

de las células y que cada electrodo abarcara aproximadamente una célula completa.

Se emplearon electrodos cuadrados en los disefios enfocados en porciones de tejido
para permitir estimular una region lineal que contuviera alrededor de 200 células (40 [um]
x 100 [um]) y sensar otras regiones de 100 células aproximadamente (20 [um] x 100

[um]), a lo largo de la porcion de tejido.

La distancia minima entre electrodos se definié en 100 [wm] para aminorar efectos
de diafonia desde los electrodos de estimulacion hacia los electrodos de sensado [47]. La
diafonia, en este caso, se refiere a la presencia de la sefial transmitida para excitar las

células en los electrodos de sensado.

/Parémetros de disefio \

Forma Dimensiones

-Agregado celular -Células

-Impedancia

@) -

-Porcidn de tejido -Diafonia

Figura 4.1. Parametros de disefio del arreglo de micro electrodos.
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4.1.1 Disefio 1: Agregado celular, 8 electrodos

Diseno 1
.65

~—.07

.30

— .02

Figura 4.2. Disefio 1 para agregados celulares. Se denota en rojo el electrodo de estimulacion, en azul los
electrodos de sensado y en verde los electrodos de tierra. Dimensiones en [mm]. El espesor de capa es de 140 [nm]
y se discute en la seccion 4.1.5.

En la Figura 4.2 se muestra el primer disefio propuesto. Esta configuracion de
electrodos circulares y semicirculares fue disefiada para ser empleada en una region circular
que contendria las células a estudiar. Este disefio permite estimular la region central del
agregado celular y sensar efectos de propagacion mediante los cinco electrodos de sensado
(mostrados en azul) colocados equidistantemente a 100 [pm] del electrodo de estimulacion

(mostrado en rojo).

Se optd por una forma semicircular para los electrodos de tierra (mostrados en
verde) debido a que se ajustan mejor a la forma circular de la regién de estimulacion y
sensado propuesta, lo que permite aumentar el area del electrodo mejorando el contacto de

éste con el electrolito y reduciendo el ruido causado por un aterrizado deficiente.
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La Tabla VIII muestra las dimensiones de las caracteristicas geométricas de los

electrodos, asi como sus areas y el area total destinada a cada funcion en el arreglo.

Tabla VIII: Dimensiones lineales y area ocupada por cada tipo de electrodo en el disefio 1.

Tipo de electrodo Area por Cantidad de Area total
Radio [um]
electrodo [um?] electrodos ocupada [um?]
Sensado 38 4536.0 5 22680.0
Estimulacion 50 7854.0 1 7854.0
Tierra - 62000.0 2 124000.0

En la Tabla IX se muestran los parametros eléctricos que presenta este disefio de
electrodos en presencia del medio biolégico descrito en 2.3. Los valores fueron calculados
empleando las ecuaciones mostradas en las secciones 2.5 y 0. En el Anexo 8 se encuentra

un programa en MATLAB que calcula estos resultados.

Tabla IX: Parametros eléctricos tedricos del disefio 1. Rd2 fue calculada tomando en cuenta una célula
situada justo encima del electrodo a 50 [pum] de é€l, ver de nuevo la Figura 4.2.

Parametro Electrodos de sensado Electrodos de estimulacion
Area [um?] 4536.5 7854.0
C; [nF] 2.654 4.595
R, [kQ] 287.8 166.2
Rd, [kQ] 5.71 3.30
Rd,[kQ] 3.41 2.59
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4.1.2 Disefo 2: Agregado celular, 12 electrodos

Diseno 2
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Figura 4.3. Disefio 2 para agregados celulares. Se denota en rojo el electrodo de estimulacion, en azul los
electrodos de sensado y en verde los electrodos de tierra. Dimensiones en [mm]. El espesor de capa es de 140 [nm]
y se discute en la seccion 4.1.5.

En la Figura 4.3 se muestra el segundo disefio propuesto, el cual comparte el mismo
enfoque que el primer disefio de electrodos circulares y semicirculares para ser empleado
en una region circular que contendria las células a estudiar. Sin embargo, en este disefio se
propuso la implementacion de una mayor cantidad de electrodos de sensado distribuidos en
un area similar, a expensas de reducir el area individual de cada electrodo. Con esto se
estimula la regién central del agregado celular y permite sensar efectos de propagacion de
la sefial estimulante a lo largo del objeto de estudio mediante los nueve electrodos de
sensado (mostrados en azul) colocados equidistantemente a 100 [um] del electrodo de

estimulacion (mostrado en rojo).
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Este disefio continta el uso de una forma semicircular para los electrodos de tierra
(mostrados en verde) debido a que la capa de microfluidica empleada sobre el arreglo es
circular (idéntica a la del primer disefio), por lo que las consideraciones propuestas siguen
aplicandose: se permite aumentar el area del electrodo mejorando el contacto de éste con el

electrolito y reduciendo el ruido causado por un aterrizado deficiente.

La Tabla X muestra las dimensiones dedicadas a los electrodos de sensado,
estimulacion y tierra en el disefio 2. Se observa que se ha introducido una mayor cantidad
de electrodos pero el area total destinada a la estimulacion y sensado se ha reducido con

respecto al disefio 1.

Tabla X: Dimensiones lineales y &rea ocupada por cada tipo de electrodo en el disefio 2.

Tipo de electrodo ) Area por Cantidad de Area total
Radio [um]
electrodo [um?] electrodos ocupada [um?]
Sensado 20 1256.6 9 11309.7
Estimulacion 33 3421.2 1 3421.2
Tierra - 62000.0 2 124000.0

La Tabla XI muestran los pardmetros eléctricos que presenta el disefio 2 en
presencia del medio bioldgico descrito en 2.3. Una vez mas, los valores fueron calculados
empleando las ecuaciones mostradas en las secciones 2.5 y 0. En el Anexo 8 se encuentra

un programa en MATLAB que calcula estos resultados.

Tabla XI: Parametros eléctricos tedricos del disefio 2. Rd2 fue calculada tomando en cuenta una célula
situada justo encima del electrodo a 50 [um] de él, ver de nuevo la Figura 4.3.
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4.1.3 Disefio 3: Porcidn de tejido, 12 electrodos
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Figura 4.4. Disefio 3 para porcion de tejido vivo. Se denota en rojo los electrodos de estimulacion, en azul
los electrodos de sensado y en verde los electrodos de tierra. Dimensiones en [mm]. El espesor de capa es de 140
[nm] y se discute en la seccién 4.1.5.

El tercer disefio propuesto se enfoco en un arreglo de electrodos que cubriera una
mayor area que los dos anteriores, permitiendo usar objetos de estudio de mayor tamafo
como lo son las porciones de tejido vivo. Empleando como referencia una porcion de tejido
de 5 [mm] de largo por 2 [mm] de ancho, tamafio aproximado de un corte comin en
biologia, se procedi¢ al disefio de un conjunto de electrodos equidistantes entre si a una

distancia de 200 [um] que permitiera abarcar la extension de dicha porcion.
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En la Figura 4.4 se muestra el tercer disefio, en él se colocaron ocho electrodos
rectangulares de sensado (denotados en azul) a lo largo de una linea. Dos electrodos
rectangulares de estimulacion (denotados en rojo) se agregaron a los extremos de ésta linea,
lo que permite estimular la porcion desde dos puntos colineales diferentes y sensar el

potencial celular y los efectos de propagacion en la porcién de tejido.

En este disefio se emplearon electrodos rectangulares como electrodos de tierra
(denotados en verde) debido a la forma lineal que tomd el arreglo. Se coloc6 un electrodo
de tierra al lado de cada electrodo de estimulacion para contener los efectos de estimulacion
eléctrica solamente a la zona donde se encuentran los electrodos de sensado. La longitud
total del arreglo se establecio en 3.25 [mm], abarcando la mayor parte de una porcion de

tejido con las dimensiones antes descritas.

Como en los disefios anteriores, en la Tabla XII se presentan las dimensiones de los
electrodos de estimulacion, sensado y tierra, y en la Tabla XIII las caracteristicas eléctricas
para el disefio 3, calculados empleando las ecuaciones mostradas en las secciones 2.5 y 0.

El programa mostrado en el Anexo 8 calcula estos resultados.

Tabla XII: Dimensiones lineales y area ocupada por cada tipo de electrodo en el disefio 3.

Tipo de electrodo Longitud x Area por Cantidad de Area total
anchura [um]  electrodo [um?] electrodos ocupada [um?]
Sensado 100 x 20 2000.0 8 16000.0
Estimulacion 100 x 40 4000.0 2 8000.0
Tierra 100 x 400 40000.0 2 80000.0

Tabla XI11: Parametros eléctricos tedricos del disefio 3. Rd2 fue calculada tomando en cuenta una célula
situada justo encima del electrodo a 50 [um] de él, ver de nuevo la Figura 4.4.

Parametro Electrodos de sensado Electrodos de estimulacion ‘
Area [um?] 2000.0 4000.0
C; [nF] 1.170 2.340
R, [kQ] 652.8 326.4
Rd, [kQ] 12.96 6.48
Rd,[kQ] 32.99 16.49
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4.1.4 Resistencia de dispersion al objeto de estudio para cada disefio

Debido al comportamiento variable de R;, con respecto a la distancia a la que se

encuentre la célula objetivo del electrodo, se encuentra Util reportar las graficas que

modelan el comportamiento de esta resistencia con respecto a la distancia que separa a una

célula del electrodo para cada disefio (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Gréficas de los valores calculados de resistencia eléctrica Rd2 contra distancia de separacion
del objeto de estudio, para cada disefio (1-3) y tipo de electrodo (sensado - estimulacion) a lo largo de un 1 [mm] de
distancia, a partir de la superficie del electrodo hasta la superficie de la membrana celular.
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4.1.5 Trazas conductoras

Debido a que los agregados Y tejidos formados por las células excitables de interés
tienen dimensiones a partir de las decenas de micrometros hasta algunos milimetros y dado
el interés por estudiar las sefiales eléctricas en diferentes puntos de la muestra (ya sea para
obtener perfiles de propagacion o respuestas puntuales localizadas), es necesario disefiar un
arreglo de trazas conductoras micrométricas que se adecue a las dimensiones de los

arreglos de electrodos disefiados.

Para permitir una manipulacion facil del prototipo, se optd por usar un tamarfio
estandar para los pads rectangulares de interconexion de 1.5 [mm] de ancho por 3 [mm] de
largo y separados por 1 [mm] entre ellos. Se definieron 14 pads para acceder a todos los

electrodos de cualquiera de los disefios, por lo que se disefio un conjunto de trazas

conductoras comun para usarse en los tres disefios.

1.50 — «ﬂ}—mo

Zona de electrodos

Trazas conductoras

r Pads

Figura 4.6. Esquema de trazas conductoras empleado para los disefios propuestos. Dimensiones en [mm].

La Figura 4.6 muestra el esquema de las trazas conductoras usadas para los tres
disefios, las cuales fueron confinadas a un rectangulo de 18.55 [mm] de ancho por 50 [mm]
de largo, exactamente un cuarto del area total de los portaobjetos de vidrio empleados como

substrato, lo que permitio incluir cuatro arreglos por chip.
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Para determinar el grosor de la capa de plata de los electrodos y las trazas
conductoras, se tomd en cuenta la resistencia eléctrica total de cada traza por separado, la
cual es proporcional a los elementos geométricos que conforman la traza, su grosor y a la
resistividad eléctrica de la plata como se muestra en la ecuacion (14).

Pplata
Rtraza = paa,}/a

(14)

Donde:

R .. : Resistencia eléctrica por elemento geométrico de la traza conductora [£].
Pplatq - Resistividad eléctrica de la plata [Q m].

[: Longitud del elemento de la traza [m].

a: Ancho del elemento de la traza [m].

y: Grosor de la capa de plata depositada [m].

La resistencia de la traza es inversamente proporcional al grosor de la misma, por lo
que es deseable tener una capa relativamente gruesa de plata, s6lo al punto en que la
resistencia por traza se vuelve despreciable. En el Anexo 9 se agrega un programa en
MATLAB que calcula esta resistencia eléctrica como funcion del grosor de capa para las
dimensiones empleadas en el disefio de trazas. Se encontrd6 que con un deposito de
140 [nm] de plata la resistencia eléctrica por traza se vuelve despreciable, cuyos valores se

muestran en la Tabla XXIII.
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4.1.6 Prototipo del arreglo de electrodos y capa de pasivacion
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Figura 4.7. Prototipo con todos los disefios propuestos para el arreglo de electrodos planares. Se muestra
la plata depositada (gris obscuro) sobre el substrato de vidrio (gris claro)
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Se combino el disefio de trazas conductoras con cada disefio de electrodos para
generar un prototipo de cada arreglo, contenidos en un mismo substrato. Se opt6 por incluir
dos prototipos del arreglo destinado a porciones de tejido (disefio 3) para contar con dos
prototipos destinados a agregados celulares y dos para porciones de tejido en cada
substrato, como se muestra en la Figura 4.7. Para facilitar su identificacion a escala normal,
se eliminaron algunas trazas conductoras de los disefios que contenian menor nimero de

electrodos y que por lo tanto no las utilizaban.

Es necesario agregar una capa de pasivacion eléctrica al arreglo de electrodos para
asegurar que la plata s6lo entre en contacto con el medio biolégico en los puntos de interés
mostrados en cada disefio, lo que formara el area de electrodos como se muestra en la
Figura 4.8. Para esta capa de pasivacion se decidié usar SU-8, una resina fotosensible

negativa, transparente en el espectro visible y de buena biocompatibilidad [48].
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Esta capa se disefié para que el SU-8 cubriera la totalidad de la superficie del
prototipo exceptuando los electrodos, los pads de conexion y las pequefias secciones de
vidrio que serviran de anclaje para las células, de ser necesario, mediante el uso de algln

adherente celular, como la polilisina.

111111

Figura 4.8. Prototipo del arreglo de electrodos con la capa de pasivacion de SU-8 (Azul).
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4.1.7 Capa de microfluidica abierta

Por ultimo, se disefi6 una capa de microfluidica abierta para contener al objeto de
estudio (agregado celular, porcion de tejido) y el medio bioldgico que lo sustentaria. Se
decidié emplear la técnica de litografia suave (explicada en el Anexo 7: Litografia suave)
para generar una capa de PDMS de 1 [mm] de grosor que contuviera la serie de

microcanales y pozos mostrados en la Figura 4.9.

Los microcanales tienen una profundidad aproximada de 50 [um] y fueron
colocados para canalizar las burbujas de aire que quedan atrapadas entre el prototipo y esta
capa durante su colocacién. Los pozos denotados en rojo en la Figura 4.9 atraviesan por
completo la capa de PDMS y permiten colocar manualmente el objeto de estudio sobre los
arreglos de electrodos. Los primeros dos pozos de la izquierda (1 y 2) fueron destinados
para los arreglos de electrodos enfocados en andlizar agregados celulares y los Gltimos dos
(3 y 4) alos que estan enfocados en porciones de tejido. Las dimensiones de estos pozos

son presentadas en la Tabla X1V y el prototipo finalizado en la Figura 4.10.

Figura 4.9. Patron empleado para la capa de microfluidica abierta. Se muestran los micro canales de
50 [um] de profundidad (en negro) y las secciones removidas para formar los pozos de contencién (en rojo).
Dimensiones en [mm].
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Tabla XIV: Dimensiones lineales y areas de los pozos colocados en la capa para microfluidica abierta. Se
presentan en micrémetros para facilitar la comparacion con las dimensiones mostradas en la seccion de electrodos.

Diametro [um] Largo x Ancho [um] Area [um?]
1 800 - 2x108
2 800 - 2x108
3 - 5000 x 3000 15x10°
4 - 10000 x 3000 30x10°

Lo
\ =

A —

Figura 4.10. Prototipo finalizado, con la capa de microfluidica abierta (blanco transparente).
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4.2 Proceso de fabricacion

La fabricacion de electrodos planares se realiz6 mediante un proceso conocido
como lift-off, el cual se llevo a cabo en el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia
Aplicada (MEMS) de la Universidad Autonoma de Ciudad Juarez. Lift-off hace referencia a
una técnica usada en micro fabricacion para generar estructuras en materiales que
generalmente son dificiles de grabar, empleando una capa de sacrificio. A continuacion se
describen los pasos que se siguieron. El proceso de fabricacion detallado se encuentra en el
Anexo 2 donde se listan los pasos para el proceso de lift-off, del cual se muestra el flujo en
la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Proceso de lift-off empleado en la fabricacion del arreglo de micro electrodos disefiado en el
presente trabajo. (1) Depésito del material de sacrificio (naranja) sobre el substrato (azul rallado). (2) Depdsito de
la resina fotosensible (amarillo). (3) Exposicidon de la resina empleando la mascara (negro) con el patrén. (4)
Grabado de la resina fotosensible, se ejemplifica usando una resina positiva. (5) Grabado del material de sacrificio
dejando un perfil de sub corte (under cut). (6) Depdsito de promotor de adhesion. (7) Depdsito del material
objetivo. (8) Liberacion de la estructura.
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4.2.1 Limpieza del substrato

Un riguroso proceso de limpieza es necesario para garantizar que el depdsito de
metales tuviera una buena adhesion al substrato. En el protocolo empleado, todos los pasos
fueron llevados a cabo a la presion atmosférica de ciudad de Juarez (101 [kPa]) y a una
temperatura ambiente de 21 [°C]. El proceso es descrito en el Anexo 1: Limpieza de

substratos.

4.2.2 Depdsito de plata y litografia del disefio de electrodos

Después de la limpieza, al sustrato se le depositaron las resinas LOR 10A de
Microchem como material de sacrificio y microposit S1813 de Shipley como resina
fotosensible para transferir al patron del arreglo de micro electrodos. Acto seguido, se
revelaron las resinas depositadas para dejar al descubierto parte del substrato, lugar donde
se depositaria la plata en la forma del arreglo de electrodos.

Figura 4.12. lzquierda: Mascara empleada en el proceso de fotolitografia. Derecha: Alineacién y
exposicion de la mascara con el substrato, empleando una alineadora OAI modelo 200.

Posteriormente, se depositaron mediante pulverizacion catddica (sputtering), una
capa delgada de cromo (30 [nm]) como un agente promotor de adhesion entre el substrato
de vidrio y la plata de los electrodos y trazas conductoras, asi como una capa de plata
99.99% pura del espesor disefiado en la seccion 4.1.5 (140 [nm]).
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Figura 4.13. Izquierda: Blanco de Cromo después de uso. Derecha: Perdigones de Plata 99.99% pura.
Ambos empleados en el proceso de pulverizacion catodica.

Finalmente, se realiz6 el paso de liberacion en el proceso de lift-off para obtener el
disefio. Se sumergio el substrato en un bafio quimico para remover la resina restante, junto
con todo el metal depositado sobre ella, y dejar solamente los metales depositados
directamente sobre el substrato. EI chip obtenido se muestra en la Figura 4.14.

El proceso de fotolitografia y deposito de metales es descrito a profundidad en el
Anexo 2.

Figura 4.14. Chip obtenido después del proceso de fotolitografia y depésito de metales.
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4.2.3 Capa de pasivacion de trazas conductoras

Se depositd una capa delgada de 5 micrometros de resina SU-8 como capa de
pasivacion eléctrica debido a su alta resistividad (> 10 [MQ m]), buena biocompatibilidad
y a que después de un calentamiento final (hard bake) presenta buena resistencia a la
corrosion. Esta capa fue desarrollada para que cubriera las trazas conductoras que conectan
a los electrodos con sus pads de salida, sin que obstruyera a estos elementos, para aislarlas
de la solucion biolégica en la que se sumergen los electrodos. EI método empleado para
construir esta capa es descrito en el Anexo 3.

Figura 4.15. Proceso de alineacion de la méascara para la capa de pasivacion con el substrato. Se puede
observar la plata depositada (blanco) sobre el substrato de vidrio (fondo negro) y la méascara para fotolitografia

(gris).
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4.2.4 Capa para microfluidica

Se desarroll6 una capa para microfluidica abierta, con un grosor de 3 milimetros,
construida en PDMS, para contener la solucion bioldgica que mantiene viables las células
sensadas. Con el objetivo de facilitar la limpieza de la cavidad que contiene a las células,
esta capa de microfluidica se fijo directamente con la adhesion natural que existe entre ella

y su adyacente capa de SU-8. Su proceso de fabricacion se encuentra en el Anexo 4.

Figura 4.16. Capa de microfluidica fabricada para contener los objetos de estudio.

4.2.5 Electro platinado

Se decidié aumentar la cantidad de plata disponible por electrodo empleando la
técnica de electro platinado, la cual es descrita en el Anexo 5, para crecer la capa de plata
de 140 [nm] a 5 [um]. Este paso resultd necesario debido a que la capa depositada de plata
(140 [nm]) resultaba suficiente para tener una buena conexién de los electrodos a los pads
de interconexién pero no asi para realizar el proceso de clorurado, necesario para el
funcionamiento de este tipo de electrodos, ademas de que es inconveniente depositar capas
gruesas de material por pulverizacion catodica porque resulta costoso y tardado.
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4.2.6 Clorurado y conservacion

El clorurado de la superficie de plata que funciona como electrodo fue realizado
empleando una solucién diluida de cloruro férrico (FeCls) al 0.1 [Mol] [49], la cual se
depositd sobre los electrodos mediante pipeteo. Se le permitid reaccionar durante 120 [s]
para convertir parte del volumen de plata (Ag) en cloruro de plata (AgCl), y se lavd

empleando agua desionizada.

Inmediatamente después del clorurado, se llenaron los receptaculos de la capa para
microfluidica con una solucion de cloruro de sodio (NaCl) en concentracién de 1 [Mol] y
se envolvid la totalidad del prototipo en papel aluminio para conservar la capa de cloruro de
plata (debido a que el cloruro de plata se degrada al exponerse a la radiacion luminica en el

espectro visible).

4.3 Caracterizacion de la impedancia del arreglo de micro electrodos

Se emple6 la técnica de EIS, desarrollada en la seccion 2.8, para medir la
impedancia total del circuito formado por el electrodo de estimulacion, el medio de cultivo
celular y el electrodo de sensado a diferentes frecuencias, empleando el arreglo

experimental descrito en la Figura 4.17.

Se aplicd una sefial senoidal de amplitud fija (10 [V]) entre los electrodos de
sensado y los electrodos de estimulacion, un par de electrodos a la vez, en un intervalo de
frecuencias acorde a las que se esperaria encontrar en un experimento con células
excitables cardiacas (1 - 2 [Hz]). La sefal resultante fue registrada a través de un
osciloscopio, cuya resistencia interna fue usada como referencia. Para identificar cada
electrodo en los arreglos propuestos se proporciona una guia visual en el Anexo 10. Los
valores tedricos fueron calculados empleando las ecuaciones descritas en las secciones 2.5
y 0. En la Tabla XV, Tabla XVI y Tabla XVII se muestran los valores experimentales y

teoricos, para cada uno de los disefios.
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Figura 4.17. Esquema de conexion para la prueba de EIS sobre el arreglo de electrodos.

Tabla XV: Impedancias tedricas y medidas para los electrodos del disefio 1.

Electrodo Impedancia Medida [kQ] Impedancia Teorica [kQ]

El 797.9 -333.4i 458.5 -4.36i
E2 689.8 -467.9i 458.5 -4.36i
E3 616.5 -705.7i 458.5 -4.36i
E4 572.9 -367.9i 458.5 -4.36i
E5 799.5 -492.3i 458.5 -4.36i

Tabla XVI: Impedancias tedricas y medidas para los electrodos del disefio 2.

Electrodo Impedancia Medida [kQ] Impedancia Teorica [kQ]
El 2828.0 -99.80i 1428.0 -13.6i
E2 2520.0 -110.60i 1428.0 -13.6i
E3 2716.0 -92.81i 1428.0 -13.6i
E4 2011.0 -134.65i 1428.0 -13.6i
ES 2189.0 -12.53i 1428.0 -13.6i
E6 2623.0 -99.48i 1428.0 -13.6i
E7 2018.0 -116.05i 1428.0 -13.6i
ES8 2445.0 -45.64i 1428.0 -13.6i
E9 2208.0 -113.61i 1428.0 -13.6i
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Tabla XVII: Impedancias teéricas y medidas para los electrodos del disefio 3.

Electrodo Impedancia Medida [kQ] Impedancia Teorica [kQ]
El 1242.0 -106.9i 1016.0 -9.4i
E2 1596.0 -80.8i 1054.0 -9.4i
E3 1812.0 -98.7i 1091.0 -9.4i
E4 1593.0 -86.9i 1129.0 -9.4i
ES5 1467.0 -47.8i 1166.0 -9.4i
E6 1562.0 -15.1i 1204.0 -9.4i
E7 1619.0 -69.4i 1241.0 -9.4i
ES8 1631.0 -44.9i 1278.0 -9.4i

Las diferencias entre las impedancias medidas y las calculadas pueden deberse a
varios factores como son: porosidades en la superficie de la plata depositada, migracién de
iones de cromo del adherente utilizado a la capa superficial de plata y pérdida de iones por

parte del electrolito usado, entre otras.
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5 Experimentacion y analisis de resultados

Como objeto de estudio se seleccionaron las células excitables de especimenes de
pez cebra (zebra fish) y de rana toro (american bullfrog) especialmente criados para
realizar estudios celulares por el extenso estudio de los atributos de estas especies,
pardmetros bioeléctricos bien documentados [50] y su facil obtencion para la realizacion de
experimentos celulares. De ellos se extrajo el apice del ventriculo y el nervio ciatico,
respectivamente, como ejemplo de células excitables. La preparacion de las muestras a
medir, asi como los equipos empleados durante el proceso de registro fueron provistos por
el Taller de Biofisica y Sistemas Excitables Extendidos de la Facultad de Ciencias de la
UNAM.

5.1 Arreglo experimental

Se monto un arreglo experimental para realizar pruebas de estimulacion y sensado
celular. El chip que contenia los diferentes disefios de arreglo de micro electrodos planares
fue colocado sobre la platina de un microscopio estereoscépico, empleado en la alineacion
del chip, el deposito de las muestras celulares y el monitoreo 6ptico del objeto de estudio
(fragmento de tejido cardiaco y de tejido nervioso). Acto seguido se acoplaron a los
electrodos de sensado una serie de amplificadores diferenciales para electrofisiologia Grass
P511, cinco en total, empleando una serie de peines conectores. De igual manera se acopld
un estimulador celular bipolar Pulsar 6BP a un electrodo de estimulacion, elegido
dependiendo del disefio a probar. En la Figura 5.1, Figura 5.2 y Figura 5.3 se muestra este

arreglo experimental.
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Figura 5.1. Sistema de estimulacion celular (1) e iluminacion del substrato (2). Micro manipulador (3) y
microscopio estereoscopico (4).

La salida de los amplificadores fue conectada a un sistema de adquisicién de datos
NI USB-6218 (National Instruments) que contiene un convertidor analégico-digital de 10
bits de resolucion. La adquisicion se realizo con un muestreo continuo a una frecuencia de
2 [kHz], intervalo de conversion analdgica a digital de +10 [V] con una resolucion de 16
bits y 10000 muestras por lectura. Los datos fueron guardados empleando el software

Signal Express (National Instruments).
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Figura 5.2. Micro manipuladores (1) usados para sostener los peines (2) empleados para conectar los
sistemas electronicos de estimulacién y sensado al arreglo de micro electrodos (3). El arreglo fue armado en la
platina de un microscopio estereoscopico (4) para poder depositar las células sobre el arreglo deseado.

Ademas, se emple6 un osciloscopio Tektronics TDS 2012C para monitorear la sefial
de estimulacién en uno de sus canales y alguna de las sefiales de salida en el otro canal, esto
para corroborar que las sefiales mostradas en el software de adquisicion correspondieran a

las mostradas en el osciloscopio.
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Figura 5.3. Tablero de conexiones (1) para cada electrodo de sensado, conectados al conjunto de
amplificadores diferenciales (3). Tambien se muestran las fuentes de poder (2) de los amplificadores, el osciloscopio
(4) usado para monitorear las sefiales de interes y el sistema de adquisicion de datos (5).
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5.2 Metodologia experimental

Como primera prueba del prototipo micrométrico de estimulacion y sensado, se
buscé obtener la respuesta de los diferentes disefios a un estimulo sin la presencia de
células, para obtener sefiales que sirvieran de referencia en la posterior repeticion del
experimento ya en presencia de células excitables. Se muestra un diagrama simplificado de

las conexiones usadas para este experimento en la Figura 5.4.

Primero, los arreglos fueron sumergidos en el medio bioldgico descrito en la seccidn
2.4 y acto seguido fueron sometidos a las sefiales de estimulacion que se usarian en el
experimento con presencia celular, para obtener asi la respuesta al estimulo, sin presencia

celular, de los disefios construidos.

Habiendo realizado la prueba anterior, los tejidos fueron preparados anestesiando al
espécimen a usar (pez cebra o rana toro) y diseccionandolo para obtener el tejido que se
probaria en los electrodos (corazén o nervio). Los tejidos fueron después colocados en el
arreglo de electrodos y sumergidos en el medio biologico que los sustentaria durante las
pruebas. Como ejemplo, en la Figura 5.5 se muestra una fotografia de una porcion de tejido

de corazdn de rana toro sobre los electrodos correspondientes al disefio 1.

Estimulador

i =

Células

h 4

' ' ) 4
. >—{:>——> ADC 5] |
Arreglo de micro

electrodos Amplificacion Adquisicion Almacenamiento

Figura 5.4. Diagrama de conexiones simplificado del experimento realizado.
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Figura 5.5. Apice del ventriculo de un corazén de rana toro sobre el arreglo de electrodos correspondiente
al disefio 1.

Una vez realizadas las conexiones del arreglo experimental, se probaron los disefios
1, 2 y 3 en diferentes condiciones de estimulacion y empleando los tipos de células
mostrados en la Tabla XVIII para cada disefio. Para la estimulacion se usé una serie de
impulsos de voltaje con periodo, duraciéon de impulso, amplitud y polaridad, modificados
segun los requerimientos del experimento.

Tabla XVIII: Tipos de células probadas en cada arreglo de electrodos.

Tipo de célula Disefio 1 Disefio 2 Disefio 3
Corazon de rana Probada Probada
toro

Nervio ciatico de Probada
rana toro

Corazon de pez Probada Probada
cebra

En la interpretacion de los resultados se usan nuevamente los identificadores de los

electrodos que contiene cada arreglo, los cuales se encuentran en el Anexo 10.
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5.3 Pruebas empleando el Disefio 1

5.3.1 D1: Estimulacion sin presencia celular

Durante esta prueba se sometio el arreglo de electrodos correspondiente al disefio 1
a una serie de impulsos positivos, con un periodo de 1 [s], duracién de 1 [ms] y amplitud
de 10 [V], para observar su comportamiento en ausencia de células, pero sumergido en el
medio biolégico que las sustentaria. Los amplificadores empleados para el experimento

fueron programados para tener un factor de amplificacion de 50.

Cabe recordar que el medio biolégico empleado es una substancia conductora, lo
que permite el paso de la corriente desde el electrodo de estimulacion a los de sensado, por
lo que es importante conocer la aportacion de la sefial de estimulacion a la sefial total que se

medira con el arreglo en presencia de células.

De la Figura 5.6 se observa que los electrodos de sensado percibieron la sefial de
estimulacion, la cual fue atenuada por la impedancia de la interfaz electrodo — electrélito y

la impedancia del electrolito (medio biolégico).
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Figura 5.6. D1: Estimulacidn positiva del arreglo correspondiente al disefio 1 sin presencia de células. Un
electrodo de estimulacion (S1) y cinco electrodos de sensado (E1 — E5).
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5.3.2 D1: Registro de nervio ciatico de rana toro con estimulacion

En esta prueba se utilizd una estimulacion alternante entre impulsos positivos y
negativos con un periodo de 1 [s], duracion de 1 [ms] y amplitud de 10 [V] para estimular
un trozo de nervio ciatico de rana toro. La adquisicion de datos se realiz6 con un factor de
amplificacion de 100 debido a que se observé una mejora en la apreciacion de los datos a

esta escala.

El primer conjunto de pruebas se realizd utilizando un electrodo de sensado
monitoreado por el osciloscopio Tektronix para observar los efectos de la estimulacion en

el nervio como prueba de concepto, el resultado se observa en la Figura 5.7.

Posterior a esto, se agregaron las conexiones para utilizar en su totalidad los
electrodos de sensado del disefio 1 y se obtuvieron los patrones de estimulacion positiva y

negativa que se muestran en la Figura 5.8 y Figura 5.9 respectivamente.

Figura 5.7. D1: Registro de nervio ciatico de rana con estimulacién positiva (S1). Primer registro con un
electrodo de estimulacion (S1) y un electrodo de sensado (E1).

72



g i

w U'-
I ; 1

10 ~

= sl

W ok

E2 (V)

E3 (V)

E4 (V)

E5 (V)

t (ms)

Figura 5.8. . D1: Registro de nervio ciatico de rana con estimulacion positiva (S1). Un electrodo de
estimulacion (S1) y cinco electrodos de sensado (E1 — E5). Se aprecian dos subpoblaciones de células en Ay B.
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Figura 5.9. D1: Registro de nervio ciatico de rana con estimulacién negativa (S1). Un electrodo de
estimulacion (S1) y cinco electrodos de sensado (E1 — E5). Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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Los perfiles de las sefiales sensadas de los grupos celulares estimulados,
denominados registros poblacionales (debido a que se estimula una poblacion de células y
no a una sola de ellas), presentan un periodo de 20 [ms] y una amplitud pico a pico de 1.45
[V], lo cual daria lugar a un potencial real de 14.5 [mV]. Estos datos fueron obtenidos
analizando las graficas mediante las herramientas proporcionadas en el software de
adquisicién (Signal Express). Ademaés, se observa que los registros poblacionales se
desarrollan con la misma forma y polaridad (la sefial celular comienza con una cresta
seguida por un valle y finaliza con otra cresta en este caso), no importando qué tipo de
estimulacion se emplee. Esto se debe a que las células al ser estimuladas generan un
potencial eléctrico con la misma polaridad, debido a la operacion de las bombas sodio —
potasio y los canales idnicos, no importando el tipo de estimulo que las excite. Note que se
observa una latencia, definida como el lapso entre el estimulo y la excitacion celular, menor
con polaridad de estimulacién negativa (1 [ms] para la subpoblacion "A" y 18 [ms] para la
subpoblacion "B") que con polaridad de estimulacion positiva (2 [ms] para la subpoblacién
"A"y 10.5 [ms] para la subpoblacion "B").

5.3.3 D1: Registro de apice de ventriculo de rana toro con estimulacion

Para estimular el apice ventricular de un corazén de rana toro, se utilizé una
estimulacion alternante entre impulsos positivos y negativos con un periodo de 1 [s],
duracion de 1 [ms] y amplitud de 10 [V]. El factor de amplificacion durante esta prueba
fue de 100.

En la Figura 5.10 y Figura 5.11 se muestra los efectos de estimulacion positiva y
negativa de este tipo de células excitables y de su registro poblacional se obtuvo un periodo
de actividad celular de 16 [ms] y una amplitud pico a pico que oscilaba entrel.8 y 3 [V], 18
y 30 [mV] reales. Como en el caso anterior, se puede observar que los registros
poblacionales se desarrollan con la misma forma y polaridad, no importando qué tipo de
estimulacion se use. Las latencias observadas para la subpoblacion "A" fueron de 8.5 [ms]

para estimulacion positiva y 9.5 [ms] para estimulacion negativa.
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Figura 5.10. D1: Apice de ventriculo de rana con estimulacion positiva (S1). Un electrodo de estimulacién
(S1) y cinco electrodos de sensado (E1 — E5). Se aprecia una subpoblacién de células en A.

76



w.  DF
> E
=
w -4 B
M 1 1
-0.36
= sl
= 040
-0.42 - - -
> 5
N o
Ll :
- 1
> -
1 N
L 5
st
v
L
)
Tp)
L

t(ms)

Figura 5.11. D1: Apice de ventriculo de rana con estimulacion negativa (S1). Un electrodo de estimulacién
(S1) y cinco electrodos de sensado (E1 — E5). Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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5.3.4 D1: Corazdn de pez cebra sin estimulacion
El potencial eléctrico espontdneo generado por un corazén de pez cebra fue
monitoreado durante esta prueba. Para este fin se empled el electrodo S1 conectado a un

amplificador con factor de amplificacion de 100, el resultado se observa en la Figura 5.12.

Se entiende como potencial eléctrico espontaneo al potencial que genera el masculo
cardiaco al excitarse a si mismo (propiedad biogénica) a una frecuencia natural, la cual es
afectada por el estado de salud del tejido y sus condiciones ambientales principalmente. La
frecuencia natural de auto excitacion en el corazon de pez cebra oscila entre 1 y 2 [Hz]
[50].

Armplitud (V)

0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Figura 5.12. D1: Corazon de pez cebra sin estimulacion. Para esta prueba se verifico Opticamente a través
de un microscopio que las células cardiacas siguieran latiendo mientras se registraba con el electrodo S1.

Se procedid a obtener el espectro de Fourier de la sefial mostrada en la Figura 5.12 y
se obtuvo el espectrograma de la Figura 5.13. Se aprecia que existe una espiga localizada
en una frecuencia a 1.099 [Hz], lo que concuerda con lo que se esperaria encontrar al medir

la frecuencia cardiaca del pez cebra (1-2 [Hz]).
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De esta prueba se concluye que es necesario encontrar alternativas para atenuar la

cantidad de ruido introducido en la medicién, pero a su vez es posible obtener datos

relevantes de una sefial ruidosa haciendo un andlisis posterior de la sefial. Asi se valida el

que este tipo de electrodos sean utilizados para sensar sefiales pequefias como la auto

estimulacion cardiaca de un corazén de pez cebra.
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Figura 5.13. Espectrograma del registro
presente una sefial de estimulacion.
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5.4 Pruebas empleando el disefio 2

5.4.1 D2: Estimulacion sin presencia celular

Para esta prueba se sometio el arreglo de electrodos a una serie de impulsos
positivos para observar su comportamiento en ausencia de células, pero sumergido en el
medio bioldgico que las sustentaria. Los amplificadores fueron programados para tener un
factor de amplificacion de 50 y el resultado se aprecia en la Figura 5.14. Se observa que los
electrodos de sensado percibieron la sefial de estimulacion y que su amplitud fue
nuevamente atenuada por la impedancia propia del medio bioldgico y de la interfaz

electrodo - electrolito.

Debido a que se conto con solo cinco amplificadores durante las pruebas, se decidid
emplear s6lo cinco de los nueve electrodos de sensado siendo estos los electrodos E2, E4,

E5, E7 y E9. Para la estimulacion se utilizo el electrodo S1.
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Figura 5.14. D2: Estimulacion positiva (S1) del arreglo correspondiente al disefio 2 sin presencia de
células. Un electrodo de estimulacion (S1) y cinco electrodos de sensado (E2, E4, E5, E7, E9).
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5.4.2 D2: Registro de apice de ventriculo de rana toro
Para esta prueba se utilizd una estimulacién alternante entre impulsos positivos y
negativos con un periodo de 1 [s], duracion de 1 [ms] y amplitud de 10 [V] para estimular

el &pice del ventriculo de un corazén de rana toro.
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Figura 5.15. D2: Apice de ventriculo de rana con estimulacion positiva (S1). Un electrodo de estimulacién
(S1) y cinco electrodos de sensado (E2, E4, E5, E7 y E9). Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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Figura 5.16. D2: Acercamiento de las sefiales mostradas en la Figura 5.15 omitiendo el impulso de la sefial
de estimulacion y sus artefactos en las sefiales sensadas. Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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Figura 5.17. D2: Apice de ventriculo de rana con estimulacion negativa (S1). Un electrodo de estimulacion
(S1) y cinco electrodos de sensado (E2, E4, E5, E7 y E9). Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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Los registros poblacionales obtenidos, de los cuales se muestran algunos en la
Figura 5.15 y Figura 5.17, fueron analizados y se obtuvo que presentaron un periodo de
actividad de 38 [ms] y una amplitud pico a pico promedio de 450 [mV] para estimulacion
positiva y un promedio de 2 [V] para estimulacion negativa, lo que representa (debido a la
amplificacion por un factor de 100) un voltaje real sensado de 4.5 [mV] y 20 [mV]
respectivamente. Las latencias observadas para la subpoblacién "A" fueron de 11.5 [ms]

para estimulacién positiva y de 4 [ms] para estimulacion negativa.

El potencial sensado durante la prueba con estimulacion fue tan pequefio,
comparado con su sefial de estimulacion, que se optd por remover la espiga de estimulacion
junto a los artefactos causados por la misma en la Figura 5.16. Gracias a esto se aprecian

mejor los registros poblacionales.

Por ultimo, los electrodos E2 y E9 presentaron problemas durante ésta etapa de
experimentacion. El electrodo E2 se mostré insensible a los potenciales generados por las
células y el electrodo E9 presentd demasiado ruido, probablemente debido a una conexién

defectuosa en algun punto entre él y el amplificador.
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5.5 Pruebas empleando el disefio 3

5.5.1 Da3: Estimulacion sin presencia celular

Se sometio este arreglo de electrodos a una serie de impulsos positivos para
determinar su comportamiento en ausencia de células, sumergiéndolo en el medio
bioldgico. Los amplificadores fueron programados para tener un factor de amplificacion de

50.

Se observa en la Figura 5.18 que la amplitud que los electrodos sensaron fue
nuevamente atenuada por la impedancia propia del medio biologico y de la interfaz

electrodo — electrélito.

Debido a la limitante que present6 el contar solo con cinco amplificadores durante
las pruebas, se decidié emplear solo cinco de los ocho electrodos de sensado del disefio 3,
siendo estos los electrodos E1, E3, E5, E7 y E8. Se empled el electrodo S2 como electrodo

de estimulacién.
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Figura 5.18. D3: Estimulacion positiva (S2) del arreglo correspondiente al disefio 3 sin presencia de
células. Un electrodo de estimulacién (S2) y cinco electrodos de sensado (E1, E3, E5, E7, ES).
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5.5.2 D3: Corazbn de pez cebra con estimulacion
Para esta prueba se utilizaron impulsos positivos y negativos con un periodo de 1
[s], duracién de 1 [ms] y amplitud de 10 [V] para estimular un corazén completo de pez

cebra. El factor de amplificacion usado en esta prueba fue de 100.
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Figura 5.19. D3: Corazon de pez cebra con estimulacion positiva (S2). Un electrodo de estimulacion (S2) y
cinco electrodos de sensado (E1, E3, E5, E7, E8). Se aprecia una subpoblacion de células en A.
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Figura 5.20. D3: Corazdn de pez cebra con estimulacion negativa (S2). Un electrodo de estimulacion (S2)
y cinco electrodos de sensado (E1, E3, E5, E7, E8). Se aprecia una subpoblacion de células en A.
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De la Figura 5.19 se obtuvo que, para una estimulacion positiva, el periodo de
actividad celular fue de 26 [ms] y la mayor amplitud se detect6 en el electrodo més cercano
a la fuente de excitacion (E8), la cual fue de 1 [V] pico a pico o 10 [mV] reales debido al
factor de amplificacion de 100. Los demas electrodos de sensado también detectaron
actividad celular, pero ésta fue atenuada rapidamente debido al incremento en la distancia

que existe entre ellos (200 [um] entre cada electrodo).

La Figura 5.20 arrojo los datos correspondientes a una estimulacién negativa, donde
se encontrd que las células presentaban un periodo de actividad de 24 [ms] y la mayor
amplitud la volvio a presentar el electrodo mas cercano a la estimulacion (E8) con 1.75 [V]

0 17.5 [mV] reales.

Se observaron latencias de 7 [ms] con estimulacion positiva y 2 [ms] con

estimulacion negativa para la subpoblacion "A".
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5.5.3 D3: Nervio ciatico de rana toro con estimulacién

Se utilizaron impulsos positivos y negativos como estimulacion para esta prueba,
con un periodo de 1 [s], duracion de impulso de 1 [ms] y amplitud de 10 [V] para estimular
una trozo de nervio cidtico de rana toro. La adquisicion de datos se realizd con un factor de

amplificacion de 100.

Se encontro que las células tuvieron un periodo excitable de 20 [ms] y una amplitud
promedio de 3.5 [V] (35 [mV] reales) tanto para excitacion positiva como para negativa
(Figura 5.21 y Figura 5.22). Estos resultados son consistentes con las pruebas realizadas en

el disefio 1 sobre la misma especie de células.

Las latencias observadas fueron de 10 [ms] para estimulacion positiva 'y 2 [ms] para

estimulacidn negativa de la subpoblacion de células "A".
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Figura 5.21. D3: Nervio ciatico de rana con estimulacion positiva (S2). Un electrodo de estimulacion (S2) y
cinco electrodos de sensado (E1, E3, E5, E7, E8). Se aprecia una subpoblacion de células en A.
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Figura 5.22.D3: Nervio ciatico de rana con estimulacion negativa (S2). Un electrodo de estimulacion (S2)
y cinco electrodos de sensado (E1, E3, E5, E7, E8). Se aprecia una subpoblacién de células en A.
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Discusion y conclusiones
En el presente trabajo se presentan los parametros de disefio, seleccién de
materiales, proceso de fabricacion y prueba de tres arreglos diferentes de micro electrodos

para la estimulacion y el sensado eléctricos de células excitables.

Se cumplieron los objetivos propuestos al disefiar un arreglo de electrodos planares
con una interfaz electrodo-electrélito de plata - cloruro de plata para estimulacion y sensado
de diferentes objetos de estudio basados en células excitables (agregados celulares,
porciones de tejido, etc.), construir dicho dispositivo empleando materiales y tecnologias
existentes en la Republica Mexicana y validar su viabilidad en presencia de varios tipos de

células excitables.

Durante el desarrollo del disefio se analizaron diferentes materiales para la
construccion de micro electrodos. Algunos de éstos han sido més utilizados (oro, platino)
que otros (plata, iridio) sin mayor documentacion y andlisis que pruebe si el material
empleado para el electrodo es adecuado para la tarea que deben realizar los electrodos. En
el presente trabajo se presentd una discusion de estos materiales y se selecciond el
compuesto plata — cloruro de plata para la fabricacion de los micro electrodos por su baja
resistividad eléctrica (15.9x107° [Q m]), facilidad de manejo, bajo potencial de offset y

bajo costo relativo a electrodos fabricados con otros metales como oro y platino.

Se presentd una metodologia para disefiar microelectrodos planares, basada en el
modelo de Helmholtz para analizar la impedancia de la interfaz electrodo-electrdlito y el
modelo de Arrhenius para obtener las propiedades eléctricas del medio biolégico.

Se disefiaron tres tipos diferentes de arreglos de micro electrodos para solucionar
problemas especificos de sensado y estimulacion celular haciendo uso de los parametros
definidos por la forma y tamario del objeto de estudio (trozo de tejido o agregado celular),
la forma y tamafio de las células objetivo, la impedancia de la interfaz electrodo —
electrolito y los efectos derivados de la impedancia del medio bioldgico.
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Dos de estos disefios buscaron solucionar el sensado y estimulacion de un agregado
celular o una porcién de tejido contenidos en un &rea circular menor a 800 [um] de
didmetro, el primero (disefio 1) usando pocos electrodos de sensado con una area
superficial grande y el segundo (disefio 2) usando mas electrodos de sensado pero con
menor area. Para esto se diseflaron cinco electrodos con un area individual de
4536.0 [um?] para el disefio 1 y nueve electrodos con 1256.6 [um?] de éarea individual

para el disefio 2.

Para el tercer disefio se buscé solucionar la estimulacién y sensado de una porcién
de tejido de hasta 5 [mm] de largo, por lo que se disefié el arreglo lineal de electrodos

cuadrados del disefio 3 con area individual de sensado de 2000 [pum?].

Se fabricd un prototipo de micro plataforma de estimulacion y sensado conformado
por una réplica del disefio 1, una réplica del disefio 2 y dos réplicas del disefio 3; empleando
la técnica de lift-off, depositando cromo (promotor de adhesién) y plata sobre un substrato

transparente de vidrio.

Ademas, el prototipo fabricado incluye varios arreglos de micro electrodos
diferentes en un mismo chip, lo que permite llevar a cabo diversas pruebas a diferentes
partes de un objeto de estudio grande, o a varios objetos de estudio pequefios al mismo
tiempo. Lo anterior permite reducir tiempos de desarrollo en pruebas de laboratorio,
cantidad de substancias quimicas por prueba y aumenta la cantidad de pruebas lo que a su

vez beneficia a la confianza en los resultados.

Se midieron cinco electrodos de sensado de cada arreglo durante la experimentacion
realizada con células excitables y se obtuvo el periodo en el que las células presentaron
actividad eléctrica observable. Se encontré que puede reducirse notablemente la intensidad
de estimulacion necesaria para obtener una respuesta, asi como la duracion del estimulo

aplicado.
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El desarrollo de esta plataforma presento varias dificultades, entre las cuales figuran
el ruido electromagnético excesivo durante algunas pruebas, la dificultad de realizar
conexiones eléctricas al delicado substrato de vidrio y la necesidad de las células de
mantenerse a una temperatura estable con flujo de perfusion continuo durante las pruebas
para ayudar a mantenerlas vivas y mejorar la confianza de los datos arrojados por el
estudio. Situaciones que pueden solucionarse como trabajo a futuro para mejorar la

facilidad de uso y caracteristicas de la presente plataforma.

Para mejorar el entendimiento de la relacién que existe entre los patrones medidos
en las pruebas experimentales y el estado del grupo de células estudiado, pueden usarse
otros tipos de pruebas reconocidas por la academia de biologia (pruebas de fluorescencia
por ejemplo), sincronizadas con las mediciones eléctricas realizadas en el arreglo de micro
electrodos para poder correlacionarlas, mediante amarres de fase o gatillos (trigger)
electronicos. A demas, disminuir la diafonia entre electrodos de estimulacion y electrodos
de sensado, mediante cambios en el disefio y posicion de los electrodos de tierra, ayudaria

en el estudio de las respuestas celulares. Esto también se propone como trabajo a futuro.

Finalmente, se probd la viabilidad del uso del compuesto plata — cloruro de plata
para la micro fabricacion de electrodos planares destinados a la estimulacion y sensado de
células excitables, al observarse en los resultados experimentales un cambio notable en la
respuesta de los arreglos a una estimulacién sin presencia de células contrastada con la
respuesta obtenida por los mismos arreglos a una estimulacion en presencia de células
excitables; con lo que se ha probado la viabilidad de este prototipo como mdédulo de un
futuro sistema Lab On a Chip, dedicado a pruebas celulares, de disefio y fabricacion

Mexicana.
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Anexo 1: Limpieza de substratos

1.

Sumergir el substrato en un recipiente con acetona (C3HgO) y sonicar
durante 5 minutos.

Reemplazar la acetona por alcohol isopropilico (C3HgO) y volver a sonicar
durante 5 minutos.

Reemplazar el alcohol isopropilico por agua desionizada y sonicar por otros
5 minutos.

Retirar el substrato del recipiente y secar empleando aire filtrado o nitrégeno
a presion.

Colocar el substrato en una parrilla caliente a 200 [°C] durante 10 minutos
para evaporar cualquier residuo liquido que quede en la superficie.

Retirar el substrato de la parrilla y dejarlo enfriar en una superficie limpia.
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Anexo 2: Deposito de plata y fotolitografia de disefios

El proceso de lift off, empleado para el depdsito y moldeado de metales, es listado a

continuacion en general. En la Figura 4.11 se muestra el proceso particular empleado en el

presente trabajo.

Preparar el substrato a usar. Limpiarlo con algun protocolo de limpieza de
substratos para micro fabricacion, por ejemplo el mostrado en el

1.
2.

Anexo 1.

Depositar una capa de algun material para sacrificio. En el presente trabajo
se depositd una capa delgada de LOR 10A de Microchem.

Depositar una capa de material fotosensible para realizar el proceso de
fotolitografia que transmitira el patron deseado al chip. Para éste paso se uso
una capa de microposit S1813 de Shipley.

Exponer la resina al patron deseado.

Grabar la resina fotosensible.

Grabar el material de sacrificio dejando un perfil de sub corte (under cut).
Este perfil es importante porque en el paso de liberacion permite la completa
remocion del material de sacrificio.

Depdsito de promotor de adhesion. Este paso se puede omitir en algunos
casos, para el presente trabajo se necesitd depositar una capa de cromo como
promotor de adhesion entre la plata y el substrato de vidrio.

Deposito del material objetivo, plata para el presente trabajo.

Liberacion de la estructura. En este paso el substrato se somete a un
tratamiento quimico que consume la capa de sacrificio y remueve todo el
material depositado sobre ella, dejando solamente el material depositado

directamente sobre el substrato.
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A continuacion se presenta el proceso de lift-off completo usado para fabricar el

prototipo de micro electrodos.

1.

10.

Depositar una capa delgada de resina LOR 10A de Microchem (desarrollada
para lift-off), empleando un spin coater con los siguientes parametros:
a. Velocidad angular de 400 [rpm], aceleracion de 400 [rpm/s] y
duracion de 5 [s].
b. Velocidad angular de 3000 [rpm], aceleracion de 10000 [rpm/s] y
duracion de 45 [s].
Calentar el substrato en una parrilla caliente a 160 [°C] durante 2 [min].
Retirar el substrato de la parrilla y dejar enfriar durante 15 [min] sobre una
superficie limpia y no disipadora de calor (ej. pafios de cuarto limpio), para
evitar un gradiente de temperatura muy brusco el cual produciria fisuras en
la capa de resina.
Depositar una capa delgada de resina microposit S1813 de Shipley (Resina
fotosensible positiva), empleando un spin coater con los siguientes
parametros:
a. Velocidad angular de 400 [rpm], aceleracion de 400 [rpm/s] vy
duracion de 5 [s].
b. Velocidad angular de 3000 [rpm], aceleracion de 10000 [rpm/s] y
duracion de 45 [s].
Calentar el substrato en una parrilla caliente a 95 [°C] durante 2 [min].
Alinear la méascara que porta el disefio de los electrodos con el substrato y
exponer. Para este paso se utiliz6 una maquina para alineacion y exposicién
OAI modelo 200 con un tiempo de exposicion de 3.6 [s].
Revelar la resina S1813 en una solucion de revelador microposit 351 de
Shipley en proporcién 5:1 con agua desionizada durante 90 [s].
Enjuagar el substrato en agua des ionizada durante 5 [min].
Calentar el substrato en una parrilla caliente a 95 [°C] durante 3 [min].
Revelar la resina LOR 10A en una solucién de revelador microposit CD-26
de Shipley 75 [s].
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11.

12.

13.

14.
15.

Depositar una capa de cromo de 30 [nm]. Para este paso se empleo una
maquina para deposito por sputtering con un control de depdsito de pelicula
delgada INFICON SQC-310 con los pardmetros mostrados en las tablas para
deposito de cromo (Tabla XIX y Tabla XX).

Depositar una capa de plata de 140 [nm]. Para este paso se empleo una
maquina para deposito por sputtering con un control de depdsito de pelicula
delgada INFICON SQC-310 con los parametros mostrados en las tablas para
deposito de plata (Tabla XXI 'y Tabla XXII).

Sumergir el substrato en removedor PG de Microchem calentado a 80 [°C]
hasta que se desprendan las capas de resina y s6lo quede en el substrato el
patrén de metal deseado.

Enjuagar el substrato en agua des ionizada durante 2 [min].

Secar empleando aire filtrado o nitrogeno a presion.
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Tabla XIX: Parametros de proceso para depdsito de Cromo.

Parametro Valor Unidades
Init Rate 0.5 Als

Final Thickness 0.3 kA

Time Setpoint 0:00:00 H:mm:ss
Thickness Setpoint 0.0 kA

Start Mode Auto Auto/Man.
Sensor 1 On On/Off
Sensor 2 Off On/Off
Sensor 3 Off On/Off
Sensor 4 Off On/Off
Source Srcl Srcl/Src2
Max. Power 85.0 %

Min. Power 0.0 %

Power Alarm Delay 99 Sec.

Slew Rate 3.0 %l/sec
Rate Dev. Attention 0.0 %

Rate Dev. Alert 0.0 %

Rate Dev. Alarm 0.0 %
Rampl Enabled En/Dis
Start Thickness 0.25 kA
Ramp Time 0:01:30 h:mm:ss
New Rate 0.7 Als
Ramp2 Enabled En/Dis
Start Thickness 0.45 kA
Ramp Time 0:01:30 h:mm:ss
New Rate 0.7 Als
Ramp3 Disabled En/Dis
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Tabla XX: Condiciones de la pelicula delgada de Cromo.

Parametro Valor Unidades
Ramp1l Power 40.0 %
Rampl Time 0:02:00 h:mm:ss
Soakl Time 0:01:00 h:mm:ss
Rampl Power 60.0 %
Rampl Time 0:01:30 h:mm:ss
Soakl Time 0:02:00 h:mm:ss
Feed Power 0.0 %
Ramp Time 0:00:30 h:mm:ss
Feed Time 0:00:00 h:mm:ss
Idle Power 0.0 %
Ramp Time 0:00:00 h:mm:ss
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Tabla XXI: Parametros de proceso para depésito de Plata.

Parametro Valor Unidades
Init Rate 0.5 Als

Final Thickness 1.4 kA

Time Setpoint 0:00:00 H:mm:ss
Thickness Setpoint 0.0 kA

Start Mode Auto Auto/Man.
Sensor 1 Off On/Off
Sensor 2 On On/Off
Sensor 3 Off On/Off
Sensor 4 Off On/Off
Source Srcl Srcl/Src2
Max. Power 75.0 %

Min. Power 0.0 %

Power Alarm Delay 99 Sec.

Slew Rate 3.0 %l/sec
Rate Dev. Attention 0.0 %

Rate Dev. Alert 0.0 %

Rate Dev. Alarm 0.0 %
Rampl Disabled En/Dis
Ramp2 Disabled En/Dis
Ramp3 Disabled En/Dis
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Tabla XXII: Condiciones de la pelicula delgada de Plata.

Parametro Valor Unidades
Ramp1l Power 28.0 %
Rampl Time 0:01:30 h:mm:ss
Soakl Time 0:00:30 h:mm:ss
Rampl Power 0.0 %
Rampl Time 0:00:00 h:mm:ss
Soakl Time 0:00:00 h:mm:ss
Feed Power 0.0 %
Ramp Time 0:00:00 h:mm:ss
Feed Time 0:00:00 h:mm:ss
Idle Power 0.0 %
Ramp Time 0:00:00 h:mm:ss
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Anexo 3: Proceso de fabricacién de la capa de pasivacion de trazas

conductoras

1.

Procediendo a partir de las condiciones finales del proceso anterior, se
deposita una capa delgada (5 [um]) de resina SU-8 5 de Microchem (Resina
fotosensible negativa), empleando un spin coater con los siguientes
parametros:
a. Velocidad angular de 500 [rpm], aceleracion de 100 [rpm/s] ¥y
duracion de 10 [s].
b. Velocidad angular de 2000 [rpm], aceleracion de 300 [rpm/s] y
duracion de 30 [s].
Calentar el substrato en una parrilla caliente a 95 [°C] durante 2 [min].
Alinear la méscara que porta el disefio de la méscara de pasivacion con el
substrato y exponer. Para este paso se utilizé un equipo de alineacion y
exposicion OAI modelo 200 con un tiempo de exposicion de 1.8 [s].
Calentar el substrato en una parrilla caliente a 95 [°C] durante 2 [min].
Revelar la resina en una solucién concentrada de revelador para SU-8 de
Microchem durante 60 [s].
Enjuagar el substrato en agua desionizada durante 5 [min].
Secar empleando aire filtrado o nitrégeno a presion.

Calentar el substrato en una parrilla caliente a 150 [°C] durante 30 [min].
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Anexo 4: Proceso de fabricacion de la capa para microfluidica

1.

10.

11.

Preparar el disefio de la microfluidica deseada y generar un molde a partir de
él. Para el presente trabajo se emplearon dos técnicas para la generacion de
estos moldes, reproduccion por litografia tradicional y por litografia suave,
explicadas en el Anexo 6 y Anexo 7, respectivamente.

Medir una cantidad de PDMS Dow Corning Kit Sylgard 184 tal que el
grosor total de la réplica sea de 1 [mm].

Medir en una balanza de precisién una cantidad de curante para PDMS,
suficiente para el polimero medido en el paso anterior, en una relacién de 1
[g] de curante por cada 10 [g] de PDMS.

Mezclar el curante con el PDMS durante 60 [s] o hasta conseguir una mezcla
homogénea.

Desgasificar la mezcla de PDMS en una campana de vacio a 150 [mTorr]
hasta que en su superficie exista una baja densidad de burbujas.

Colocar el molde en un recipiente y vertir la mezcla de PDMS sobre él.
Colocar el molde con PDMS de nuevo en la campana de vacio a 150
[mTorr] y permitirle desgasificar por otros 20 [min] o hasta que no haya
burbujas en la superficie del PDMS.

Colocar el molde con PDMS en una parrilla caliente a 80 [°C] durante 30
[min] para catalizar su fraguado.

Retirar el PDMS fraguado del recipiente y cortar a las dimensiones
deseadas.

Desmoldar la réplica de PDMS y agregar agujeros de interconexion
mediante el uso de un sacabocado.

Finalmente, alinear la capa de Microfluidica y colocarla en el substrato.
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Anexo 5: Electro platinado

1
2
3.
4

9.

Limpiar la superficie a electro platinar empleando alcohol isopropilico.
Lavar los residuos de alcohol empleando agua desionizada.

Preparar una solucion de nitrato de plata al 0.3 [Mol].

Empleando una fuente de poder, conectar el polo negativo a los electrodos
receptores de plata y el polo positivo a un electrodo donador de plata. Para el
presente trabajo el electrodo donador fue un alambre de plata 99.99% pura.
Conectar al circuito un voltimetro y un amperimetro para monitorear el
voltaje entre terminales y la corriente que pasa a través de los electrodos.
Sumergir los electrodos receptores y al electrodo donador en la solucién de
nitrato de plata.

Encender la fuente de poder y regular la corriente eléctrica a 1 [uA], esto se

consiguid a un voltaje de 18 [mV]. Estos ajustes fueron realizados
considerando una densidad de corriente por electrodo de 13 [Z%].

Mantener los ajustes anteriores durante 300 [s] y al finalizar apagar la fuente
de poder.

Desconectar los electrodos receptores y retirar el electrodo donador.

10. Lavar el nitrato de plata de los electrodos empleando agua desionizada.
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Anexo 6: Fotolitografia tradicional
La fotolitografia consiste en transferir un patrén desde una mascara a la superficie
de un substrato empleando radiacion luminica. Es un proceso metodico que engloba los

pasos descritos a continuacion.
Preparacion del substrato

Para garantizar una buena adhesion y distribucion de las resinas empleadas en este
proceso, es necesario que el substrato que se emplee se encuentre limpio y sea lo mas
uniforme posible. Para lograr lo anterior se han desarrollado diferentes protocolos de
limpieza (como el descrito en el

Anexo 1). Dependiendo del tipo de substrato y el grado de limpieza que se necesite
manejar, este proceso de limpieza se puede realizar empleando desde solventes (acetona)

hasta algunos acidos fuertes (acido sulfarico).
Aplicacion de resina fotosensible

Después de su preparacion, al substrato se le aplica una delgada capa de resina
fotosensible. Esta clase de resinas reaccionan quimicamente a la exposicion luminica a
ciertas longitudes de onda, reforzando sus lazos quimicos en la region expuesta (resinas
negativas) o debilitandolos (resinas positivas), cambiando asi las zonas que son
susceptibles a ser removidas en el proceso de revelado, el cual consiste en un bafio quimico
que ataca las zonas expuestas en resina positiva y las regiones no expuestas en resina
negativa. Después de ser depositada la resina, el substrato se somete a un proceso de
horneado (soft bake) a una temperatura adecuada para la resina que se esté usando para que

ésta se endurezca un poco Yy soporte los subsecuentes procesos sin deformarse.
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Exposicion

El substrato y la resina se exponen a una fuente luminosa enmascarada con el disefio

deseado y a una longitud de onda correspondiente a la requerida por la resina fotosensible.

Existen diferentes formas para realizar esta etapa: empleando una mascara fisica
colocada sobre el substrato y en contacto con éste (litografia de contacto), empleando una
mascara fisica suspendida sobre el substrato a una distancia controlada (litografia de
proyeccion) o empleando algin equipo de proyeccion para irradiar la superficie con el
patron desasado desde una imagen directamente desde una computadora (sin mascara fisica
0 maskless). Acto seguido, se vuelve a hornear el substrato (post exposure bake) a una
temperatura adecuada a la resina empleada.

Revelado

El proceso de revelado consiste en sumergir el substrato en un bafio quimico
destinado a remover las partes no deseadas de la resina. EI quimico empleado o revelador
para este proposito depende de la resina empleada. Por ultimo, el substrato se puede
someter a un horneado final (hard bake) a una temperatura elevada, dependiente de la

resina, para reforzar ain mas sus lazos quimicos y su resistencia a la corrosion.
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Anexo 7: Litografia suave

La litografia suave es un proceso en el cual se transfiere un patron a algin material
elastico, principalmente elastdmeros como el PDMS, de aqui su denominacion "suave".
Una diferencia entre este proceso y el de fotolitografia tradicional radica en el tipo de
patrones que se pueden obtener: en fotolitografia se emplean patrones 2D para fabricar
superficies con caracteristicas 3D, en litografia suave se emplean moldes 3D para generar
replicas 3D. Al igual que la litografia Optica tradicional, es un proceso metddico que

engloba una serie de pasos bien definidos.
Molde

Como primer paso se genera un molde de la pieza que se desea fabricar. Existen
varias opciones para la generacion de moldes con caracteristicas a micro escala. Por
ejemplo, empleando fotolitografia donde la forma del molde estd dada por el patrén

transferido a la resina fotosensible.

Otro ejemplo de técnicas para generacion de moldes a micro escala se encuentra en
el uso de hojas pre-estiradas de algin polimero termoplastico. Sobre estas superficies se
puede imprimir el patron que se desea reproducir y al someterlas a una temperatura elevada
(~80 [°C] dependiendo del polimero empleado) se reducen a su tamafio original,

miniaturizando el patron previamente impreso en ellas.
Preparacion del polimero para la réplica

Como se explico anteriormente, el nombre de la técnica proviene de usar alguna
clase de polimero suave para crear una réplica a partir del molde. Algunos polimeros
requieren de un agente curante para comenzar su proceso de fraguado, es en este paso

donde es agregado y mezclado con la cantidad de polimero a usar.

A micro escala es de gran importancia prepara el polimero elegido desgasificandolo
antes de verterlo en el molde para evitar la formacién de burbujas en la réplica, las cuales

tienen el potencial de inhabilitarla.
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Fraguado

Después de su preparacion, el polimero se vierte sobre el molde y se debe someter
nuevamente a un proceso de desgasificado para eliminar cualquier burbuja de aire atrapada

durante el vertido.

A partir de este momento se le permite fraguar al polimero, lo que sucede
naturalmente, aplicando un agente curante o sometiéndolo a una temperatura alta,
dependiendo del tipo de polimero empleado. Este paso puede tardar desde algunos minutos
hasta varias horas, dependiendo de la temperatura a la que se realice el proceso y las

propiedades quimicas especificas del polimero empleado.
Desmolde

Como paso final, la réplica es desmoldada después de que concluye el fraguado del
material. Usualmente, dependiendo del material del molde, el desmolde no destruye el
molde empleado en la fabricacién de la réplica, por lo cual se puede emplear para fabricar

un gran namero de éstas.

(1 2) ©)

Figura A 1. Algunos de los elementos de un proceso por litografia suave. (1) Imagen generada por
computadora para el disefio del molde. (2) Molde fabricado en un polimero termoplastico. (3) Réplica en PDMS del
molde. Las dimensiones del molde y de la réplica son 5.5 [mm] de largo por 3 [mm] de alto.
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Anexo 8: Programa en MATLAB para el célculo de los valores tedricos
del modelo eléctrico de la interfaz electrodo - electroélito

%% Acondicionar el espacio de trabajo
clear
clc

%% Constantes Absolutas

e0=8.85419%e-12; %$[F/m] Permitividad del vacio
g=1.60219e-19; $[C] Carga eléctrica de un electrédn
k=1.3806488e-23; % [J/K] Constante de Boltzman
NA=6.02214129e23; %[1/mol]Constante de Avogadro

%% Dimensiones de los electrodos
Orden: Disefio, Elec Sen, Elec Est
lecRad = [1 38e-6 50e-6;...
2 20e-6 33e-6]; %[m] Radio de los electrodos circulares
%0rden: 1-Elec Sen (largo, ancho), 2-Elec Est (largo, ancho)
elecCua = [1 100e-6 20e-6;...
2 100e-6 40e-6]; %[m] Dimensiones de les electrodos

rectangulares
for a=1:1:2
for b=1:1:2

areaElec(b,a) = pi.*(elecRad(b,a+l)"2); %[m"2] Area de los
electrodos circulares
end
end
for a=1:1:2

areaElec(3,a) = elecCua(a,2).*elecCua(a,3); %[m"2] Area de los

electrodos rectangulares
end

o°

e

%% Propiedades del medio de cultivo

erAgua = 5.7; $[1] Permitividad relativa del agua a 30°C
er=69; (1] Permitividad relativa del medio
dOHP=5e-10; % [m] Tamafio del plano exterior de Helmholtz
CT=125e-3; %[mol] Concentracidén molar de sustancia en el
medio

z=1; $[1] Valencia de los iones del medio
n0=CT*NA; %[iones/L]Concentracidén de iones por volumen de
medio

JO0 = 20; %[A/m] Densidad de corriente del par Ag/AgCl
%% Variables de experimento

T=2734+30; % [K] Temperatura

Vt=k*T/q; $[V] Voltage termico

v0=50e-3; $[V] Potencial del electrodo
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%% Componentes del medio bioldgico

componentes = ['NaCl o
'KC1 ..

'CcaCl2 ';

'MgC1l o,

'NaHCO3 '; ...

'"NaH2PO4"'; ...

'Glucosa'l;

%% Concentraciones medio bioldégico [mol]
cmNaCl = 136e-3;

cmKC1l = 5.4e-3;

cmCaCl2 = 8e-3;

cmMgCl = le-3;

cmNaHCO3 = 26e-3;

cmNaH2P04 = 40.3e-3;

cmGlucosa = 5e-3;

%% Masas atdmicas [g/mol]
H = 1.00794;
C = 12.0107;
N = 14.0067;
O = 15.9994;

Na = 22.98977;
Mg = 24.3050;
P = 30.973761;
S = 32.065;
Cl = 35.453;
K = 39.0983;
Ca = 40.078;

%% Masas moleculares [g/mol]

mmNaCl = Na+Cl;

mmKC1l = K+C1;

mmCaCl2 = Ca+Cl*2+ 6* (H*2+0) ;%Hexahydrate
mmMgCl = Mg+Cl+ 6* (H*2+0) ; $Hexahydrate
mmNaHCO3 = Na+H+C+0*3;

mmNaH2P04 = Na+H*2+P+0*4;

mmGlucosa C*6+H*124+0*6;

%% Conductancias equivalentes limitantes [uS/(cm mol) ]
%Cationes

lecCa = 59.50e3;
lecH = 349.8e3;

lecK = 73.52e3;
lecMg = 53.06e3;
lecNa = 50.11e3;
%$Aniones

lecCl = 76.35e3;
1lecHCO3 = 44.5e3;
lecS04 = 80e3;
%Sales

lecNaH2P04 = 80.2e3;

113



%% Conductividad de cada compuesto [S/m]

cond(l) = (lecNa+lecCl)*cmNaCl; $NaCl
cond(2) = (lecK+lecCl)*cmKCl; $KC1
cond(3) = (lecCa+2*lecCl)*cmCaCl2; %CaCl2
cond (4) = (lecMgtlecCl)*cmMgCl; $MgC1l
cond(5) = (lecNa+lecHCO3) *cmNaHCO3; $NaHCO3
cond (6) = lecNaH2PO4*cmNaH2P0O4; $Na2HPO4
cond(7) = 0; %Glucosa
condMicro = cond;

cond = cond.*le-4;

%% Capacitancias por unidad de area

CH=eO*er/ (dOHP) ; %[F/m"~2] Capacitancia de
Helmholtz

LD=sqgrt (e0*er*vVt/ (2*n0* (1/0.001) *z"2*q) ) ; % [m] Radio de Debye
CG=eO*er/LD*cosh (z*V0/ (2*Vt)) ; $[F/m"~2] Capacitancia de
Gouy-Chapman

CI=1/(1/CH+1/CG); $[F/m”~2] Capacitancia de
Interfaz

%% Capacitancia por electrodo

CHe = CH.*areaElec; $[F]
CGe = CG.*areaElec; $[F]
CIe = CI.*areaElec; $[F]

%% Resistencia por transferencia de carga
Rtc = Vt./ (z*J0.*areaElec);

%% Resistividad del medio [ohm m]
rho = 1/sum(cond) ;

%% Resistencia de dispersién a la membrana celular [ohm]

L=0:0.2e-6:1e-3; % [m]

tam = size (areaElec);

Rcelula = zeros(tam(l),tam(2),length(L));

c = 1;

Rtemp = z

for a=1:1:tam (1

for b=1:1:tam (2
Rcelula(a,b, :)

for d=1:1:1length (L)

eros (tam(l) *tam(2), length (L)) ;
)
)

rho.*L./areaElec(a,b):;

Rtemp (c,d) = Rcelula(a,b,d);
end
c = c+l;
end
end
distCelula = 50e-6; %$[m] Distancia de la célula al electrodo

Rtemp (:, round(length (L) *distCelula/2e-3)+1) %$Vector que contiene los
valores de Rdl
%0rden:Disefiol-S,Disefiol-E,Disefio2-S,Disefio2-E, Disefio3-S, Disefio3-E
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figure (1)

subplot (3,2,1)

plot (L,Rtemp (1, :))
title('Diserio 1 - Sensado');
xlabel ('"Distancia [m]")
ylabel ('Resistencia [Ohms]"')

subplot (3,2,2)

plot (L,Rtemp (2, :))

title('Disefio 1 - Estimulacién');
xlabel ('Distancia [m]")

ylabel ('Resistencia [Ohms]"')

subplot (3,2, 3)

plot (L,Rtemp (3, :))
title('Disefio 2 - Sensado');
xlabel ('Distancia [m]")
ylabel ('"Resistencia [Ohms] ")

subplot (3,2,4)

plot (L,Rtemp (4, :))

title('Disefio 2 - Estimulacidén');
xlabel ('Distancia [m]"')

ylabel ('Resistencia [Ohms]"')

subplot (3,2,5)

plot (L,Rtemp (5, :))
title('Disefio 3 - Sensado');
xlabel ('Distancia [m]")
ylabel ('Resistencia [Ohms]")

subplot (3,2, 06)

plot (L,Rtemp (6, :))

title('Disefio 3 - Estimulacidén');
xlabel ('Distancia [m]")

ylabel ('"Resistencia [Ohms] ")

%% Resistencia de dispersidédn a tierra de electrodos circulares
RsC = rho./ (4*elecRad(:,2:3)); % [ohm]
Rs = RsC;

%% Resistencia de dispersidn a tierra de electrodos rectangulares
for a=1:1:2

RsR(a) = rho.* (4*elecCua(a,2)./elecCua(a,l3))./(pi.*elecCual(a,2));
% [ohm]
end
Rs(3,:) = RsR;

%% Resistencia de dispersién inter electrodos

Dee = 150e-6; %[m] Distancia de electrodo a electrodo
Aee = elecRad(1l,3)*distCelula; $[m”2]
Rsee = rho*Dee/RAece;
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o)

%% Masa en solucidédn [g]

masas (1) = mmNaCl*cmNaCl;

masas (2) = mmKCl*cmKC1;

masas (3) = mmCaCl2*cmCaCl2;
masas (4) = mmMgCl*cmMgCl;

masas (5) = mmNaHCO3*cmNaHCO3;
masas (6) = mmNaH2PO4*cmNaH2P0O4;
masas (7) = mmGlucosa*cmGlucosa;

%% Impedancias totales
ftest = 2; $[Hz]
s = li*ftest*2*pi;

$Impedancia por total D1
ZD1 = (Rtc(1,1)/(1+s*Rtc(l,1)*CIe(1,1))) + Rs(1l,1)+Rs(1,2);
ZzD1l = ZD1 + (Rtc(1,2)/(1l+s*Rtc(1l,2)*CIe(1,2))):;

$Impedancia por total D2
ZD2 = (Rtc(2,1)/(1+s*Rtc(2,1)*CIe(2,1))) + Rs(2,1)+Rs(2,2);
ZD2 = ZD2 + (Rtc(2,2)/(1l+s*Rtc(2,2)*CIe(2,2)));

$Impedancia por total D3
%0Orden: E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES8
%$Referenciados a S1
ZzD3 = zeros(1l,8);
for ele=1:1:8
zD3 (ele) = (Rtc(3,1)/(1+s*Rtc(3,1)*CIe(3,1))) +
ele* (Rs(3,1)+Rs(3,2));
ZD3 (ele) = ZD3(ele) + (Rtc(3,2)/(1+s*Rtc(3,2)*CIe(3,2)));

—
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Anexo 9: Programa en MATLAB para el célculo de la resistencia de
trazas conductoras de cada disefio, como funcidn del grosor de la capa de

plata

A continuacién se presenta un programa que permite el calculo de la resistencia por
traza conductiva, tomando en cuenta las dimensiones del disefio y la resistividad del
material empleado. En la Figura A 2 se muestran graficas de la resistencia vs grosor de
capa de metal depositado para cada tipo de traza disefiada. En la Figura A 3 se muestra el
tipo de traza conductora que se empled para cada disefio de micro electrodos. Por ultimo, se
presentan en la Tabla XXIII los valores de resistencia de cada traza para la cantidad de
plata depositada en el prototipo (140 [nm]).

%% Acondicionar el espacio de trabajo

clear

clc

%% Constantes de experimento

rho = 29.03e-9; %Resistividad de la plata 99.99% pura [ohm m]
t = 10:1:300;

t = t*le-9; $Grosor de la capa de plata [m]

oo

$ Pads y Lineas de interconexidén (LI)
$Longitud de las trazas conductivas [m] Orden2: Pad-LI1-LI2-LI3
$Estos parametros son iguales para cualquiera de los tres disefios

LL = [3000 19500 5480 0; ... $Traza 1
3000 19000 3800 600; ... $Traza 2
3000 18500 1700 1000; ... S%Traza 3
3000 18000 1500 0; ... $Traza 4
3000 18500 1700 1000; ... %Traza 5
3000 19000 3800 600; ... $Traza 6
3000 19500 5480 0].*le-6; S%Traza 7
AL = [1500 1000 200 200].*le-6; %Ancho de las trazas conductivas [m]

o\°
o°

Calculo de resistencia de cada traza como funcidén del grosor de plata
RL = zeros(7);
figure (1)
tt = 140; %Grosor de plata elegido [nm]
for a=1:1:size(LL,1)
for b=1:1:size(LL,2)
%$Suma de las resistencias geométricas de cada traza
RL(a) = RL(a) + rho.*LL(a,b)./(AL(1,b));
end
$Obtencidén de la resistencia y grafica
temp = RL(a)./t;
figure (1)
subplot (3,3, a)
plot (t, temp)
title({'Traza ' num2str(a)})
xlabel ("Ag [m]")
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ylabel ('Resistenia [Ohms] ")

%$Valor de resistencia por traza para el grosor de plata elegido
temp (tt+10)

end

Traza Traza

=y
(5]
=

150 T T T T T

Resistenia [Ohms]
o =
L] L]
Resistenia [Ohms]
o =
= =

0 1 1 1 T T U 1 1 1 I T
0 05 1 15 2 24 3 0 05 1 15 2 25
Ag [m] % 1[]'7 Ag [m] % 10'?
Traza Traza
3 4
100 . . . . . 80 T T . : .
w m
£ £ 60r
=5 =3
2 &0r B = 40t
z z
% % a0t
€ &£
o o
U L L L L T U 1 L L 1 I
0 0.5 1 15 2 2.5 3 0 0.5 1 15 2 2.5
Ag [m] w 1[]'7 Ag [m] % 10'?
Traza Traza
5 6
100 . . . . . 150 T T . : .
w m
£ £
=3 o 100+
% 50 4 %
@ w 507
w w
€ @
o [id
U L L L L U 1 L L 1
0 0.5 1 15 2 25 3 0 0.5 1 15 2 2.5
Ag [m] X 1[]'7 Ag [m] X 10'?
Traza
7
150 . . . . .

Resistenia [Ohms]
o =
= =

Ag [m] % 1[]'7

Figura A 2. Grosor de la capa de plata vs resistencia de las trazas conductivas para cada traza.

118



Traza 2 4 6 123456 1234087123408 7
+ i

pioo] {
+ +
Traza| 12 4 67 234307 |12345367T|1234887

Figura A 3. Identificadores del tipo de traza conductora empleada en cada disefio de micro electrodos.

Tabla XXIII: Resistencia eléctrica de cada traza conductiva, calculadas a partir de un deposito de plata
de 140 [nm] de grosor.

Traza Resistencia [(Q]
1 8.928
2 7.851
3 6.208
4 5.021
5 6.208
6 7.851
7 8.928
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Anexo 10: lIdentificadores de electrodos

A continuacion se presentan los identificadores que distinguen a cada electrodo de

los arreglos propuestos.

Figura A 4. Identificadores del disefio 1.

&s
E2 E3

® @
OE1  E4C

DE9 (83

DHES  E5(C
® €

E7 E6
T2

Figura A 5. Identificadores del disefio 2.
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Figura A 6. Identificadores del disefio 3.
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