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Resumen

La presente tesis trata del disefio y fabricacion de un nuevo dispositivo para registrar la
actividad eléctrica neuronal espontdnea y estimulada farmacoldgicamente, en redes
neuronales in vitro. La forma de operar esta herramienta es simple, su produccion es de
bajo coste y ademds, ofrece una interfaz neurona-electrodo estable a largo plazo maés
alla de lo posible con tecnologias electrofisioldgicas basadas en micropipeta.

El dispositivo es una pieza polimérica (polidimetilsiloxano) con dos compartimientos
(zona de sembrado de los cultivos neuronales) comunicados entre si a través de un
microcanal de dimensiones comparables a las dimensiones de los axones y dendritas.

La actividad eléctrica neuronal es registrable tras el crecimiento espontdneo de las
neuritas dentro del microcanal (10 a 14 dias de sembradas las neuronas). Un par de
electrodos, ubicados de extremo a extremo del microcanal, aprovechan las propiedades
conductoras del medio extracelular para registrar los potenciales eléctricos.

La tecnologia para microfabricar el dispositivo es una combinacién de la técnica de
fotolitografia (para crear los madsteres) y de la técnica de elastomer casting (para
fabricar las piezas poliméricas).

El procesamiento de datos de las sefiales es un algoritmo matematico disefiado para
analizar la informacién registrada por el dispositivo; este algoritmo es ejecutado con el
software de “Matlab”. El procesamiento de datos asigna y contabiliza como potenciales
de accion a las sefiales que sobrepasen el umbral predeterminado (170 pV) de los
registros y presenta los resultados en graficas de barras de nimero de potenciales de

accion por unidad de tiempo (minuto).
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Abstract

The thesis describes the design and manufacturing of a new tool to support
electrophysiological investigation of both individual neuronal electrical activity and
neuronal networks electrical activity in vitro. The operation mode is simple, easy to
learn and the device can be produced at low cost. Neuron-electrode interface stability is
better than electrophysiology micropipette interface.

The device is a two compartments polymeric (polydimetilsiloxane) structure
(neurons are placed) interconnected by a microchannel. The microchannel aperture is
comparable to axon and dendrites diameter.

The neuronal electrical activity is recorded after spontaneous neurites grew inside the
microchannel (10 to 14 days of neurons be culturated). Each compartment has an
electrode and the conductivity electrical propriety of the extracellular medium supports
to record electrical potentials end-to-end of the microchannel.

The device microfabrication process is a combination of photolithography technique
(to create masters) and elastomer casting technique (to manufacture the polymeric
parts).

Spike frequency analysis is a mathematical algorithm designed. The algorithm runs
at Matlab software. Spike frequency analysis counts electrical activity higher than 170
uV as action potential. Results frequency are presented as graphic bars of spike amount

per time (minute).
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Capitulo 1: Introduccién

1.1 Introduccién

Las neurociencias utilizan técnicas electrofisioldgicas a microescala [Dworak & Wheeler, 2009;
Wagenaar et al., 2006] y a nanoescala (nanotubos) [Patolsky et al., 2006; Cooper & Nadeau,
2009], para estudiar el comportamiento y el nivel de interaccién neuronal, de manera individual
y colectiva (redes neuronales). También se estudian las enfermedades neurodegenerativas, sus
efectos y la manera en que pueden ser erradicadas [SfN, 2012].

Ademas, la investigacion cientifica requiere el sacrificio de mamiferos, como ratones [WHO,
2004], para experimentos y pruebas farmacoldgicas [Andersen & Krewski, 2008; Collins et al.,
2008; Gibb, 2008; Johnstone et al., 2010]. La cantidad de animales sacrificados puede llegar a
reducirse al mejorar las herramientas de trabajo in vitro.

La presente tesis introduce un dispositivo polimérico, diferente a los tradiciones dispositivos
de electrofisiologia, como una alternativa para el registro de la Actividad Eléctrica Neuronal
(AEN) in vitro.

La presente tesis describe:

e El disefio del dispositivo polimérico.

e Jlos procesos de microfabricacién requeridos para fabricar el dispositivo
polimérico.

e El procesamiento de datos de los registros neuronales para cuantificar la AEN.

e La aplicacion del dispositivo polimérico en pruebas farmacoldgicas inhibitorias y

excitatorias.

1.2 Motivacion

El registro y estudio de la Actividad Eléctrica Neuronal (AEN) in vitro, es realizado mediante
técnicas de electrofisiologia [Perkins, 2006]. Asi mismo, en los dltimos afios se han introducido
métodos basados en Matrices de Multielectrodos (MEA) [Taketani & Baudry, 2006].

Los neurocientificos necesitan herramientas practicas y econdOmicas para investigar el
hipocampo, sobre todo cuando es afectado por patologias como el Alzheimer [WHO, 2004], la
esquizofrenia [Rametti, 2008], el desorden depresivo mayor, el desorden del estrés post-
traumadtico [DeCarolis & Eisc, 2010], la epilepsia [Dedeurwaerdere, 2005], la apoplejia [WHO,
2004] y la esclerosis [Duvernoy, 2005].

Las técnicas electrofisioldgicas tipo patch-clamp, basadas en el uso de micropipetas,

registran la AEN a un maximo de 3 neuronas simultdneas en un cultivo neuronal [Fitzsimonds
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et al., 1997; Erickson et al., 2008]. Por otra parte, los MEA pueden registrar la AEN en
multiples puntos de un cultivo neuronal (mas de 64), pero el proceso de fabricacién de estos
dispositivos resulta complejo [Erickson et al., 2008].

El proceso de microfabricacion del dispositivo polimérico, propuesto en esta tesis, es
sencillo, econémico (en comparacion a los dispositivos tradicionales) y para operar el
dispositivo, solo se requiere de un entrenamiento basico. El cambio de medio extracelular y la
incorporacién de farmacos pueden realizarse a través de un sistema de perfusion o pipeteo. En
esta tesis, el procesamiento de datos tiene lugar, principalmente, bajo el software "Matlab".

El dispositivo polimérico puede realizar registros desde 1 hasta de 40 cultivos neuronales, de
manera simultdnea. Los cultivos son de hipocampo y estan constituidos desde 50.000 hasta
75.000 neuronas disgregadas. Las neuronas son obtenidas de embriones de ratén con 18 dias de
gestacion. La AEN se registra a partir de 10 a 14 dias de ser cultivadas [Fitzsimonds et al.,
1997; Morales et al., 2008].

Las neuronas de los ratones tienen la ventaja de ser muy parecidas a las humanas. Los
ratones poseen arriba del 80% de genes idénticos a los genes humanos [Waterston et al., 2002;
Ceccarelli, 2008]. Las diferencias genéticas entre los ratones y los humanos, radica en que los
ratones tienen mds genes relacionados con el apareamiento y el sistema inmunitario [Waterston
et al., 2002]. El genoma del ratén tiene 2,5 x 10° bases, mientras que el del humano tiene 2,9 x
10° bases [Kirkness et al., 2003].

Se prefiere trabajar con neuronas del hipocampo por lo destacable de sus funciones de
aprendizaje [Rametti, 2008], memoria [Gamon & Bragdon, 2010], configuracién espacial
[Traub & Miles, 1991; Gingell, 2005], dominio sobre algunos aspectos de control motriz y
regulacién del hipotdlamo [Duvernoy, 2005; Fink, 2007; Hok et al., 2007; Cutsuridis et al.,
2010]; asi como también, a su plasticidad a nivel molecular, celular, estructural y funcional al
recibir un estimulo especifico [DeCarolis & Eisc, 2010].

Trabajar el hipocampo in vitro que in vivo, permite realizar una investigacion mdas controlada
y sistemadtica [Traub & Miles, 1991]. Por otra parte, se podria trabajar in vitro con rebanadas de
hipocampo [Traub & Miles, 1991] para estudiar las conexiones de los axones, las propiedades
sindpticas y las redes dindmicas [Poindron et al., 2005]; pero los trabajos con cultivos
neuronales, permiten realizar mejores estudios sobre un grupo controlado de neuronas o,

incluso, hasta de una sola neurona.




1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
El objetivo general de la tesis es disefiar y caracterizar un dispositivo polimérico que represente
una combinacién entre las técnicas de electrofisiologia y MEA. El proceso de fabricacion del
dispositivo polimérico tiene que ser sencillo, facil y de bajo coste. El dispositivo polimérico serd
una herramienta para el registro no invasivo de la AEN espontidnea y estimulada

farmacoldgicamente.

1.3.2 Objetivos especificos
El objetivo general estd compuesto por una serie de objetivos especificos, tanto cientificos como
técnicos:
1. Diseiio del dispositivo:

Disefiar un dispositivo polimérico, cuya estructura 3D esté constituida por dos
compartimentos (pozos) y un microcanal (o microtiinel). Los compartimientos
confinardn el crecimiento celular. El microcanal serd el conducto que comunique un
compartimento con otro compartimento. El didmetro del microcanal tendrd un valor
intermedio entre el didmetro del soma de las neuronas de hipocampo y didmetro de sus
neuritas.

2. Microfabricacion:

Estudiar, analizar y determinar el tipo de material apropiado para realizar una produccién en
serie del dispositivo polimérico. Este material debe ser econémico, biocompatible y debe
cumplir con las caracteristicas eléctricas, fisicas y Opticas para mediciones electrofisiolégicas e
inspecciones Opticas.

Analizar y evaluar las diversas técnicas de microfabricacion. Determinar el tipo de técnica
eficiente y eficaz para fabricar piezas maestras (mdster). Determinar el tipo de técnica eficiente
y eficaz para realizar una produccioén en serie del dispositivo polimérico y garantizar una alta
calidad en la replicacion del microcanal.

3. Funcionamiento del dispositivo:

Caracterizar la eficiencia de registrar la AEN al utilizar 6 dispositivos poliméricos de manera
simultanea. Caracterizar la eficiencia de registrar la AEN al utilizar 40 dispositivos poliméricos
de manera simultdnea. Caracterizar y comparar los resultados de registrar la AEN de un
dispositivo polimérico con cultivo neuronal sembrado en los dos compartimentos, con respecto
a un dispositivo polimérico con cultivo neuronal sembrado en solo un compartimento.

4. Cultivo Neuronal:




Registrar, analizar y comparar la AEN al introducir fairmacos diluidos en solucién salina y al
introducir farmacos diluidos en neurobasal. Caracterizar la AEN al introducir medio extracelular
por el sistema de pipeteo y por el sistema de perfusion.

Registrar, analizar y comparar la AEN espontdnea del hipocampo con respecto a la AEN
estimulada bajo diversas concentraciones de farmacos inhibitorios (haloperidol y tetradotoxina)
y excitatorios (acetilcolina, glutamato y pentilenotetrazol).

5. Procesamiento de datos:
Investigar y determinar el tipo de software o algoritmo matematico adecuado para procesar

la informacién de los registros de la AEN de los cultivos de hipocampo, de manera “offline”.

1.4 Estructura de la tesis

La presente tesis se estructura en 6 capitulos mds anexos. El primer capitulo presenta los
objetivos generales y su contexto; el segundo capitulo profundiza en el estado del arte; los
capitulos 3, 4 y 5 contienen los resultados de las técnicas de produccién propuestas para el
dispositivo polimérico, el estudio de diferentes técnicas de medir la AEN registrada y, los
resultados de la AEN espontanea y estimulada, respectivamente; el capitulo sexto contiene las
conclusiones de la tesis. En la seccién de anexos se describe con detalle la seccién de
microfabricacidn y, los protocolos correspondientes al capitulo 3 y al capitulo 5.

Capitulo Primero: Introduccion. Este capitulo estd orientado a dar una introduccién
general de la tesis, su motivacion, sus objetivos y la estructura de la tesis misma.

Capitulo Segundo: Introduccion a las Mediciones Neuronales. Este capitulo realiza una
introduccién a la forma tradicional de registrar la AEN, explica las diversas técnicas empleadas
in vitro y describe el dispositivo propuesto en esta tesis.

Capitulo Tercero: Microfabricaciéon de Dispositivos Poliméricos. Este capitulo presenta
la investigacion realizada de los procesos de microfabricacion sobre estructuras poliméricas,
también se muestran los resultados obtenidos de la microfabricacion del master y del dispositivo
polimérico.

Capitulo Cuarto: Procesamiento de Datos de Sefiales Neuronales. Este capitulo realiza
una investigacion sobre las diversas técnicas existentes para el procesamiento de datos de la
AEN, ademds se establecen los pardmetros para cuantificar la AEN bajo el software de
“Matlab”.

Capitulo Quinto: Cultivos Neuronales. Este capitulo muestra la AEN espontdnea y
estimulada (acetilcolina, glutamato, haloperidol, pentilenotetrazol y tetradotoxina) de cultivos

neuronales in vitro.




Capitulo Sexto: Conclusiones. Este capitulo expresa las conclusiones generales, las
limitaciones y las aportaciones de todo el trabajo de la tesis.

La seccién de Anexos contiene informacién relacionada con moldes, métodos y
herramientas de fabricacién descritos en el capitulo tercero; asi como los protocolos de

diseccidn, criopreservamiento, preparacion de placas y preparacién de medio extracelular.




Capitulo 2: Estado del arte de las tecnologias para registros
electrofisiologicos

El presente capitulo establece el estado del arte de las tecnologias utilizadas para el registro de
la AEN del hipocampo in vitro, con especial énfasis en electrofisiologia cldsica y en los
dispositivos MEA, y se identifican las limitaciones de dichas tecnologias. Por otra parte, se
definen las caracteristicas del dispositivo polimérico propuesto en esta tesis como via alternativa

para el registro de la AEN in vitro.

2.1 Introduccioén

Unos de los factores que caracterizan una red neuronal son su geometria, densidad, patrén de
interconexion, tipo de neurona y el sustrato utilizado para su contencién [Vogt, 2003; Jun et al.,
2007; Shein et al., 2008].

Para estudiar la dindmica de las redes neuronales se requiere de métodos electrofisiolégicos
[Ghatak, 2010] y morfolégicos (patterning), que describan las conexiones e identifiquen a las
neuronas individuales o los grupos neuronales. Sin embargo, las técnicas convencionales para
registrar la AEN utilizan electrodos en contacto directo con el cuerpo neuronal, lo cual afecta

para registrar AEN espontanea.

2.2 Neurona
2.2.1 Caracteristicas
Las neuronas son células del sistema nervioso, su principal caracteristica es la excitabilidad de

su membrana plasmadtica y su permeabilidad selectiva [Bufio & Araque, 2007].

2.2.2 Anatomia y fisiologia
La neurona esta constituida por el soma (cuerpo celular), un axén y miltiples dendritas [WHO,
2004; Tablada & Torres, 2009]. Al conjunto de ax6n y dendritas se le denomina neuritas. La
mayoria de las neuronas del hipocampo tienen una estructura piramidal.
Las neuronas se componen de 4 regiones funcionales:

e Los componentes de entradas con ramificaciones de dendritas.

¢ El soma donde se encuentra el nicleo.

e Los componentes de gatillo e integracion (que dispara un PA en el axén hillock) y

el elemento de conduccién (ax6n).

e Los componentes de salida (donde se realiza la sinapsis).

6



NEURON
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Figura 2.1 La neurona. Representacion gréfica en modelo 3D de una neurona con su axén. El cuerpo celular y el
axén hillock (marcados con rojo). Cuando se genera un PA los iones de Na” atraviesan la membrana del axén hillock

(flechas azules).

2.2.3 Mecanismos de comunicacién
Las neuronas se comunican entre si a través de sinapsis, las cuales pueden ser eléctricas o
quimicas. Las sinapsis eléctricas permite el transporte directo de iones y la propagacion del PA
a la neurona vecina [Piccolino, 1998]. En cambio, las sinapsis quimicas liberan sustancias
transmisoras recibidas por los receptores postsindpticos de otra neurona.

Las células gliales, neuroglias o glia, tienen la funcién de ser sustento y puente de
comunicacién para las neuronas. La proporcién de glia con respecto a las neuronas, en un ratén
es de 10:1 in vivo [Magistretti & Ranson, 2002] y 50:1 in vitro [Evrard, 2002; Brahmachari et
al., 2006].

La glia sobre el hipocampo induce neurogénesis, influye en la AEN y en la fuerza sindptica,
y aparece como tercer compaiiero en la transmision sindptica (sinapsis tripartita) [Moises et al.,

2002]. Sin la glia las neuronas moririan con facilidad en un lapso corto de tiempo.

2.2.4 Modelo eléctrico de 1a neurona

Las diferentes concentraciones de sodio (Na®), potasio (K%), calcio (Ca™) y cloro (CI)
existentes entre el interior y exterior de la célula, resultan en un potencial eléctrico a lo largo de
la membrana celular. Este potencial se encuentra afectado por el flujo de iones a través de ella.
Si durante los cambios de voltaje se llegara a cruzar el umbral de la membrana [WHO, 2004],
entonces la neurona pasaria a ser despolarizada y dispararia un PA [Dayan & Abbott, 2001].

En 1880 Walther Nernst dedujo la ecuacién que vinculaba el potencial eléctrico y la
concentracién idnica.

B RT1 [Ton],
ion = Tz "\ Tion];

E,,, = Potencial de equilibrio




R = Constante del gas (8,31 J )

Mol*K

T = Temperatura absoluta
F = Constante de Faraday (96.406 ﬁ)
Z = Valencia del i6n

[Ion]e _ Concentracion idénica extracelular

[Ion]i = Concentracion iénica intracelular

La ecuacion de Nernst determina que la diferencia de potencial entre el interior y el exterior
de la membrana neuronal es de -70 mV. El interior de la membrana es la parte mds negativa. Por
conviccidn, el potencial en el exterior de la membrana es definido como potencial cero.

La neurona estd representada morfolégicamente por un soma, un axén y dendritas. El soma
posee forma semiesférica (in vitro). El axén posee una extension cilindrica de tamafio reducido
y constante. Las dendritas son consideradas cilindros con diversas ramificaciones que contienen
espinas dendriticas [Traub & Miles, 1991].

La neurona esta representada eléctricamente por resistencias, condensadores y baterias. Las
resistencias suelen modelar el espacio intracelular y el componente resistivo de la conducciéon
transmembranal. La bateria corresponde a la diferencia de potencial entre el interior y exterior

de la membrana [Dayan & Abbott, 2001; Joye et al., 2008]. La membrana es un lipido, actia
como aislante, mide menos de 10 nm de espesor y tiene una capacitancia aproximada de 1 ;1—2

[Bookman et al., 1987].

El medio intracelular es una solucién compleja de electrolitos. El valor de resistencia del
medio intracelular es mayor dentro de las neuritas que dentro del soma, debido al reducido
grosor de las neuritas mismas.

Los potenciales eléctricos que viajan a lo largo de las neuritas manifiestan un decremento de
su valor, debido a la fuga de corriente de la membrana en las neuritas. Esta conducta puede ser
representada por el modelo matemadtico “ecuacion del cable” [Anson & Roberts, 1998].

Sin embargo, otro tipo de modelos, mds realistas, consideran la conducta eléctrica de la
neurona como un modelo no lineal [Georgiev, 2004], porque implementan la regeneracion del
PA a lo largo del axén para impedir el decremento de la propagacién de la sefial [Johnston,
1999; Dayan & Abbott, 2001; Georgiev, 2004; Svensson & Coombes, 2009]; pero, esta tesis

solo se enfocara en las propiedades pasivas de la neurona.




2.3 Registro electrofisiologico de la Actividad Eléctrica Neuronal (AEN)
La electrofisiologia es una herramienta que ayuda a investigar la AEN de células y tejidos
[Ghatak, 2010]. Los electrodos, ya sean de metal o de vidrio, son empleados para medir,

registrar y estimular los PA y los potenciales de campo en un cultivo neuronal [Taketani &

Baudry, 2006].

2.3.1 Patch-clamp
Patch-clamp es una técnica electrofisiologica utilizada para estudiar desde simples hasta
multiples canales idnicos celulares. Este tipo de técnica puede ser aplicada a una gran variedad
de células; pero es mucho mas titil en células excitables como las neuronas, los cardiomiocitos,
las fibras musculares y las células beta del pancreas.

La técnica de patch-clamp utiliza una micropipeta como electrodo, con un didmetro
comprendido desde centenas de nandmetros hasta varios micrémetros.

Dentro de la micropipeta existe un electrodo de plata bafiado con cloruro de plata (Ag/AgCl)
contenido en solucién extracelular; otro electrodo de plata es usado como referencia para el
registro de la AEN [Walz, 2007].

El objetivo de la técnica de patch-clamp es hacer contacto sobre una pequefia drea de la
membrana celular; la cual contiene desde uno hasta varios canales i0nicos.

Una micropipeta puede acercarse a la membrana de una célula y crear un sellado no fuerte
(loose), para estimular y medir corrientes de PA [Barbour & Isope, 2000] o un sellado fuerte

(tight) para invocar a los PA y registrar los potenciales de descanso y sindpticos [Perkins, 2006].

2.3.2 Registro extracelular
En la configuracién “registro extracelular”, el electrodo es situado cerca de la neurona sin tocar
el cuerpo celular. Esta técnica es no invasiva y registra la diferencia de voltaje entre dos puntos:
por fuera y a lo largo de la neurita [Drongelen 2007]. Los registros obtenidos son de baja

amplitud, del orden de 10 uV a 500 pV.

2.3.3 Whole-cell
Whole-cell es una técnica que consiste en formar un giga-sello sobre la membrana celular, para
después romper a la membrana misma y tener acceso directo a su interior [Walz, 2007]. Esta
técnica es invasiva.
En whole-cell se utiliza una micropipeta como electrodo, las micropipetas deben de poseer

de 3 MQ a 7 MQ de resistencia en la apertura de su punta y en su interior contener un fluido




equivalente al medio intracelular de la neurona [Srinivas et al., 2007]. La micropipeta solo
puede ser utilizada una sola vez [Barbour & Isope, 2000].

La técnica de whole-cell esta limitada a realizar, como maximo, 3 whole-cells simultaneos;
debido a la dificultad de posicionar un gran nimero de micromanipuladores en un dnico sefup

de electrofisiologia [Fitzsimonds et al., 1997; Erickson et al., 2008].

2.3.4 Loose-patch

Loose-patch es una técnica no invasiva donde la pipeta es llenada con solucién salina externa y
es usada como electrodo que se coloca sobre la membrana celular. La baja resistencia de la
conexién de la pipeta con la membrana neuronal es, eléctricamente comparable a la resistencia
que el resto de la membrana percibe del medio extracelular, por lo que la célula apenas nota
algin cambio de tipo eléctrico [Barbour & Isope, 2000].

La resistencia ideal para la punta de la pipeta es entre 1 MQ y 3 MQ [Traub & Miles, 1991;
Forti et al., 1997; Nunemaker et al., 2003; Drongelen, 2007].

El inconveniente de la técnica de loose-patch, es que en ocasiones genera una pequefia
protuberancia, en la membrana de la célula, dentro de la zona del sellado, lo cual altera los

valores del registro de la AEN [Milton & Caldwell, 1990].

2.3.5 Ventajas y desventajas
Las ventajas de utilizar el método de loose-patch con respecto a whole-cell consisten en que las
pipetas no forman giga-sellos en las membranas, por lo que pueden ser reutilizadas y
reposicionadas varias veces sobre diferentes neuronas [Bookman et al., 1987], se puede realizar
un rdpido muestreo sobre las neuronas e incluso estimular la membrana [Barbour & Isope,
2000] a través de una corriente que pase por la capacitancia de contacto (patch-capacitance).
Los mejores resultados se logran a través de estimulos cortos (20 us).

La desventaja de loose-patch consiste en que la estimulacién eléctrica se consigue con
potenciales elevados para poder alcanzar el liston de disparo de la neurona, lo cual, provoca
muchas veces la ruptura en la membrana y como consecuencia la muerte celular.

Los equipos comerciales para electrofisiologia, pueden realizar estimulacion eléctrica; sin
embargo, trabajan mejor en modalidad whole-cell (como “Optopatch Amplifier”) que en loose-
patch, debido a que no estdn fabricados para generar grandes cantidades de voltaje y corriente.

Sin embargo, se puede llegar a fabricar un amplificador “custom’ para que registre en modo
“loose-patch” o bien, se puede utilizar un amplificador tradicional en modo “current-clamp”,
para que el pulso de corriente sea empleado como estimulo eléctrico y la AEN sea registrada

como voltaje [Barbour & Isope, 2000].
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Otra opcidn, es combinar la técnica de loose-patch con la técnica de whole-cell: estimular el
soma celular mediante la técnica de whole-cell y registrar, mediante la técnica de loose-patch, la

propagacioén del PA a lo largo de las neuritas [Anson & Roberts, 1998; Kinnamon et al., 1988].

2.4 Técnica de patterning

La técnica de patterning consiste en depositar un patrén de biomoléculas adherentes [Kleinfeld
et al., 1988] con una orientacion predeterminada sobre un sustrato, antes de sembrar un cultivo
celular, para delimitar el crecimiento celular y asi, crear geometrias especificas en la red
neuronal in vitro [Stenger et al., 1992; Jun et al., 2007].

Los patrones quimicos se pueden crear a través de diversas técnicas [Dusseiller et al., 2005]:
soft-litografia [Kane et al., 1999; Zhang et al., 1999; Tan & Desai, 2003], escritura directa de
célula a través de laser [Odde & Renn, 2000; Nahmias & Odde, 2006], técnica de fotolitografia
[Bhatia et al., 1992; Liu et al., 2002], nanotecnologia con “dip-pen” [Piner et al., 1999; Wilson
et al., 2001] o inyeccién de proteinas por sistema de impresion [Roth et al., 2004].

La técnica de patterning puede utilizar estructuras poliméricas 3D, como paredes y surcos,
para la contencién neuronal [Mahoney et al., 2004] o electrodos planares para el registro de la

AEN de cada neurona [Prasad et al., 2003].

2.4.1 Microislas: un ejemplo de patterning
Los cultivos en microislas [Chena et al., 2004] proveen un simplificado sistema para estudiar las
expresiones de fenotipo celular, excitabilidad, formacién de sinapsis y mecanismos regulatorios
pre- y postsindpticos [Bekkers & Stevens, 1991; Segal, 1991; Takada et al., 2005] sin el
problema de interacciones complejas por una gran cantidad de neuronas (miles de neuronas).

Las sefiales que se registran de "auto contacto” en una microisla (figura 2.2) son similares a
las sefiales de transmision de un cultivo con miles de neuronas [Bekkers & Stevens, 1991;
Mennerick et al., 1995; Allen, 2006].

La técnica consiste en dirigir la adherencia y el crecimiento de una neurona o pequefio grupo
de neuronas, sobre discretas "islas" (20 a 500 um de didmetro) con substrato aplicado (poli-L-
lisina, poli-D-lisina o coldgeno) sobre una capa no adherente (como el poliestireno). Si la
microisla tiene al menos 150 um de didmetro, entonces la neurona tiene mayor posibilidades de
vivir [Ruardij et al., 2001].

El sustrato aplicado puede ser depositado mediante un atomizador de microgotas [Kimura et
al., 1997; Allen, 2006; Padmashri et al., 2006], mediante robots o incluso hasta por un sistema

casero de impresora modificada [Sanjana & Fuller, 2004].
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Si el sustrato no es tratado bajo ningin patrén, entonces es imposible mantener un patrén
celular con solo depositar neuronas a cierta distancia entre si; ya que las neuronas tienden a
desplazarse fuera de su posicion inicial, sobre todo si existe perturbacidon del medio extracelular
por consecuencia del movimiento de la pipeta durante la deposicién de neuronas sobre el
sustrato (figura 2.3).

Las microislas pueden estar constituidas desde una neurona hasta decenas de neuronas. Esta
cantidad facilita la identificacién Optica y electrofisioldgica de cada neurona y su nivel de

participacién en la mini red neuronal.

Figura 2.2 Imagen de dos neuronas dentro de una microisla. Fotografia (resoluciéon 20X) de 2 neuronas

(puntos luminosos) dentro de los limites de una microisla de poli-L-lisina, ambas conectadas entre si.

Figura 2.3 Vista del extremo inferior de la pipeta. Resolucién 10X. La foto muestra la caida celular a través

de la pipeta. Los pequeiios circulos son neuronas que caen por el extremo inferior de la pipeta hacia la placa de Petri.
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Sin embargo, las microislas pueden alterar el crecimiento y la maduracién de la misma
célula; por lo tanto, las sefales registradas de un cultivo con pocas neuronas bajo la técnica de
patterning podrian ser diferente a las sefiales registradas de un cultivo con miles de neuronas
interconectadas entre si [Gomperts et al., 2000; Rao et al., 2000; Arikkat, 2009; Liu et al.,
2009].

2.5 Microestructuras
Para poder entender el funcionamiento de una red neuronal es indispensable trabajar a
microescala [Rutten et al., 2001]. Esto consiste, usualmente, en emplear multiples electrodos
para registrarla AEN de diversas neuronas, de manera simultdnea, en una red neuronal cerebral
[Brown et al., 2004].

A continuacién se mencionan las diversas técnicas utilizadas para el registro y estimulo de la

AEN.

2.5.1 Sistema Micro Electro-Mecanicos (MEMS)
Sistema Micro Electro Mecanico (MEMS de sus siglas en inglés) es un término empleado para
hacer referencia a la microfabricacion de estructuras micrométricas como microsensores,
microactuadores, micromanipuladores, microvédlvulas y microespejos [Chollet & Liu, 2010]. Se
han utilizado, por ejemplo, microelectrodos de 1 pm de diametro para el registro de PA

[Drongelen, 2007].

2.5.2 Matriz de Microelectrodos (MEA)

Los MEA (MEA, por sus siglas en inglés) es una “Matriz de Microelectrodos” o “Matriz de
Multi-Electrodos”. Los manufacturadores que proveen software y hardware para el sistema de
MEA son: “Alpha MED Sciences, Osaka, Japan (MED systems formally manufactured by
Panasonic); Axion Biosystems, Atlanta, GA; Ayanda Biosystems/SAS Biologics, Lausanne,
Switzerland/Claix, France; 3-Brain, Landquart, Switzerland; MultiChannel Systems, Reutlingen
Germany; Plexon, Inc., Dallas TX; Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL”. [Johnstone et al.,
2010].

La tecnologia MEA permite registrar y estimular extracelularmente un cultivo neuronal
(cultivo disgregado o rodajas de tejidos) sin dafiarlo [Erickson et al., 2008], con el fin de
estudiar la AEN en redes [Gross & Rhoades, 1995; Keefer et al., 2001; Ham et al., 2008;

Rolston et al., 2009], la plasticidad sindptica y los efectos farmacoldgicos y toxicoldgicos
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[Johnstone et al., 2010]. La tecnologia MEA puede ser aplicable tanto en in vivo [Buzsiki,
2004] como in vitro [Prasad et al., 2003].

Los MEA estdn microfabricados sobre placas rigidas de vidrio, silicio o sobre ldminas
flexibles de polimero que no pinchan a la neurona ni la matan [Yu et al., 2009].

Los MEA utilizan electrodos planares [Morin et al., 2005; Taketani & Baudry, 2006] y
poseen la ventaja de combinarse con otro tipo de técnica, como patterning [Chang et al., 2000;
Prasad et al., 2003; Suzuki & Yasuda, 2007] o con la tecnologia MEMS, para la fabricacién de
microcanales [Dworak & Wheeler, 2009].

Sin embargo, el registro a través de electrodos planares puede proporcionar datos erréneos
debido a que los registros provienen de una cantidad desconocida de neuronas. Las neuronas
estan en constante movimiento y se pueden alejar de los electrodos o se pueden agrupar varias

neuronas sobre un mismo electrodo.

2.5.3 Neurochip
El neurochip es una interfase neuroelectronica creada por microfabricacién para contener
neuronas. Los electrodos del neurochip facilitan el monitoreo y el estudio del compartimiento e
interaccion de una red neuronal bajo estimulaciéon [Maher et al., 1999; Zeck & Fromherz, 2001;
Fromherz, 2002; Morin et al., 2005].

Un ejemplo particular de neurochip son las neurojaulas o microjaulas fabricadas con
parylene (polimero biocompatible). Las neurojaulas son microestructuras 3D utilizadas para
atrapar el cuerpo neuronal cerca del electrodo plano (para registrar y estimular).

La neurona puede ser depositada a través de laser [Tokker et al., 2006] o a través de una
pipeta [Maher et al., 1999]. Posteriormente, la neurona es retenida con ayuda de unos
microtineles, dentro de los cuales crecen las neuritas, estos microtineles sirven tanto de anclaje,
como de conductos, como medios bajo los cuales, la neurona, se puede comunicar con otras
neuronas. La mortalidad en estos casos es del 35% a las 2 semanas de ser sembrado el cultivo

neuronal [Erickson et al., 2008].

2.6 Propuesta de proyecto de tesis: Tecnologia dos pozos y un
microcanal
El dispositivo propuesto en esta tesis tiene como objetivos:
1. Establecer una interfaz eléctrica estable a largo plazo (de dias a semanas) entre
neuronas y electrodos in vitro, mediante el uso de microcanales que confinen axones

individuales o grupos de axones.
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2. Facilitar el desarrollo de métodos para la fabricacién de las estructuras, compatibles
segln los requerimientos de costes y repetitividad demandados por la industria de

drug screening (cribaje farmacolégico).

2.6.1 Caracteristicas del dispositivo polimérico
El dispositivo polimérico propuesto en esta tesis consiste en una estructura polimérica 3D
formada por 2 pozos con dimensiones de 6 mm de didmetro por 7 mm de altura,
intercomunicados entre si por la parte inferior, a través de un microcanal o microtinel, de 3,7
um de altura, por 20 um de ancho, por 1 mm de longitud [Morales et al., 2008].

Se ha demostrado anteriormente [Claverol-Tinturé, Ghirardi et al., 2005; Claverol-Tinturé,
Rosell et al., 2005] que para esta geometria las neuronas crecen de manera espontdnea hasta
bloquear el microcanal y establecer una configuracién de loose-patch.

Esta tesis se enfoca en los métodos de fabricaciéon compatibles con la industrializacién del

dispositivo.

_ Electrodos Placa
Chip de PDMS de Petri

extracelular ; Neurona

Figura 2.4 Modelo en 3D del dispositivo polimérico. Este modelo muestra las partes que conforman el
dispositivo propuesto. La base es una placa de Petri con sustrato de poli-L-lisina. La neurona se encuentra sumergida
en medio extracelular (neurobasal mds otros aditamentos que se describen en el capitulo 5). El microcanal restringe el
crecimiento de las neuritas. La sefial emitida a través del microcanal es recogida por los electrodos, aprovechando las

caracteristicas conductivas del medio extracelular.
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El chip es un dispositivo polimérico apoyado sobre una base sdlida (placa de Petri, por
ejemplo) previamente cubierta por una capa de sustrato adherente (poli-L-lisina). Dentro de
cada pozo se cultivan desde 50.000 a 80.000 neuronas embrionarias (18 dias de gestacion)
disgregadas de hipocampo [Morales et al., 2008].

El objetivo del dispositivo es facilitar el registro y estudio de la AEN in vitro. La sefial es
recogida por dos electrodos suspendidos en el medio extracelular, a cierta distancia de la
neurona (figura 2.4) [Claverol-Tinturé & Pine, 2002]. Técnicamente, esto es un loose-patch, ya
que existe una impedancia de 10 MQ a 20 MQ entre el electrodo y la membrana de la neurita
(dentro del microcanal), formando un circuito cerrado para registrar la AEN.

La diferencia entre el dispositivo polimérico propuesto y el loose-patch convencional radica
en que no existe una pipeta que se acerque a la membrana del cuerpo celular, sino por el

contrario, las neuritas de la neurona son las que se acercan al microtinel.

Figura 2.5 Simulacion 3D de microcanal y dendrita. Ilustracién de una neurona con una dendrita introducida

dentro del microcanal de una pieza polimérica.

NEURON

— Axon Hillock

Figura 2.6 Corrientes idnicas. Representacion grifica de un axén dentro del microcanal. Las corrientes iénicas

(flechas azules) del axén circulan a través de la membrana y regresan por el axén hillock.
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Figura 2.7 Imagen de cultivo celular. Imagen de microscopio (resolucién 10X) donde se muestra un cultivo
neuronal (3 semanas de sembrado) con sus neuritas extendidas a lo largo del sustrato para llegar al microcanal. El
microcanal es el conducto que se aprecia en la parte inferior izquierda de la imagen. El cultivo neuronal estd en la

parte superior derecha. Las neuritas son las lineas semitransparentes que une el cultivo neuronal con el microcanal.

El crecimiento de glia y neuritas dentro del microtinel (figura 2.5), reduce el espacio fisico y
aumenta la resistencia efectiva (de 10 MQ a 20 MQ) por la cual circula la corriente (figura 2.6).
La amplitud de las sefiales va desde 100 pV hasta mas de 1 mV pico. La relacion de sefial-ruido
es 100 o superior.

Después de 2 6 3 dias de cultivo, las neuronas desarrollan sus neuritas y las introducen
dentro del microcanal (figura 2.7). No se requiere de ningun tipo de interaccién con el cultivo

neuronal, mas el necesario para renovar el medio extracelular.

2.6.2 Circuito amplificador para el registro de la AEN
Las sefiales eléctricas son amplificadas y posteriormente son registradas en el ordenador.
Existen diversos amplificadores de bajo ruido, en el mercado, que se emplean para aumentar el
valor de los PA antes de ser registrados en el ordenador.

En esta tesis, cuando se trabaja con una matriz de 6 dispositivos poliméricos (figura 2.8), las
sefiales se amplifican y registran a través del E2drive “Aleria Biodevices”. Cuando se trabaja
con una matriz de 40 dispositivos poliméricos (figura 2.9), las sefiales son amplificadas por
“Multichannel Systems” y registradas a través de la interfase de “National Instruments”

[Claverol-Tinturé et al., 2007].
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Figura 2.8 Registro con una matriz de 6 dispositivos poliméricos. Imagen del ordenador donde se aprecia

la AEN de cada uno de los 6 dispositivos poliméricos.

Figura 2.9 Registro con una matriz de 40 dispositivos poliméricos. Imagen del ordenador donde se

aprecia la AEN de cada uno de los 40 dispositivos poliméricos.

Principales caracteristicas del amplificador “Aleria E2 drive”

e Grabacion de hasta 6 canales de manera simultanea

e Ancho de banda de 0,8 Hz a 3,9 kHz

e  Ganancia de 2300
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¢ Entrada de ruido menor a 1 uV (rms)
e Densidad de ruido es de 18 nV (Hz)"’
Principales caracteristicas del amplificador ‘“Multichannel Systems: MEA 1060 Amplifiers
Inv-BC Standard (incl. FA605-BC)”.
e  Grabacién de hasta 60 canales de manera simultidnea
e Ancho de bandade 10 Hz a 3 kHz
¢ Gananciade 1100
e Entrada de ruido menor a 800 nV (rms)
e Densidad de ruido de 15 nV (Hz)"?

e Grado de certeza de 5%

2.6.3 Registro de AEN
Los registros que se obtienen de la AEN a través del dispositivo polimérico, pueden ser tanto
AEN espontdnea como AEN farmacolégicamente estimulada.
Los electrodos no tocan a las neuronas, por lo que el registro es no invasivo, esto quiere
decir que los electrodos no interaccionan de manera directa con la neurona y por lo tanto no

afectan a la obtencion de resultados.

2.6.4 Procesamiento de datos
Ademads del registro de la AEN, se necesita una etapa de procesamiento de datos como esta
descrita en el capitulo 4. La forma que ha optado para procesar los datos es por medio de la

cuantificacién de PA por minuto.

2.7 Conclusiones

Las conclusiones que se llegan en este capitulo 2 son:

1) Las neuronas se comunican a través de sinapsis, las cuales pueden ser quimicas o eléctricas.
Se aprovecha la parte de la comunicacion eléctrica para, registrar, estimular y analizar la
AEN de una red; sin embargo, auin es limitado el identificar a cada una de las unidades
participantes y el grado de interaccion.

2) Para tener éxito en sembrar neuronas bajo un patrén (patterning), es necesario, primero
preparar el sustrato con un material adherente con un patrén predefinido y después sembrar
las neuronas. La deposicidon neuronal sin estas condiciones no tendra éxito.

3) Las microislas son la formacién de pequefios grupos neuronales aislados de otros grupos.

Las microislas garantizan el control de la cantidad de neuronas que interaccionan entre si, y
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4)

5)

6)

7

facilitan la utilizacién de técnicas de investigacién, como patch-clamp, para determinar el
nivel de participacién de cada neurona dentro de una red neuronal. En el laboratorio, se ha
tenido €xito en el sembrado de microislas, utilizando un atomizador, de tamafio reducido,
para dispersar gotas de poli-L-lisina sobre placas de Petri.

La electrofisiologia convencional se aproxima a los cuerpos neuronales a través de
electrodos y pinchazos que pueden alterar las propiedades membranales y matar a las
neuronas mismas (después de unas horas de manipulacién) [Maher et al., 1999; Erickson et
al., 2008]. Por otro lado, los MEA son empleados en el estudio de la AEN como una
alternativa menos invasiva [Rutten et al., 2001].

La técnica patch-clamp registra la AEN y con auxilio de la técnica de patterning se puede
estudiar a cada una de las partes que conforman la red neuronal.

Al seguir la linea de investigacion y los logros obtenidos bajo el grupo de E. Claverol-
Tinturé, en esta tesis se propone la fabricacién de un dispositivo polimérico innovador,
capaz de registrar la AEN de manera no invasiva, con una relacién de sefial-ruido superior
al convencional loose-patch y hacerlo con métodos de fabricacion industrializables. El costo
del dispositivo es inferior al requerido en la produccién de los tradicionales MEA.

El dispositivo polimérico se encuentra constituido por un microcanal y dos pozos; este
dispositivo es una herramienta practica y sencilla para el estudio de la AEN. Su principio es
sencillo, simplemente se siembra el cultivo neuronal dentro del pozo del dispositivo
polimérico y después de 1 a 2 semanas se puede empezar a realizar registros de AEN y

pruebas farmacoldgicas (por ejemplo, pruebas de toxicologia) sobre los cultivos.
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Capitulo 3: Microfabricacion de dispositivos poliméricos

El capitulo 2 introdujo al estado del arte de los dispositivos empleados para el registro
electrofisioldgico de la AEN in vitro; a partir de ahi, la presente tesis propone, para el registro
de la AEN, un dispositivo polimérico innovador, facil en su proceso de fabricacién y sencillo en
su utilizacién.

El presente capitulo realiza un andlisis de los procesos de microfabricacién para la creacién
del dispositivo polimérico; los resultados obtenidos son mostrados tanto para los casos de éxito

como de no éxito. Al final del capitulo se describen las conclusiones.

3.1 Introduccién

La microfabricacién es la agrupacién de diversas tecnologias empleadas para crear estructuras a
microescala. En un principio, la microfabricacién estaba enfocada al area de semiconductores,
posteriormente ha alcanzado diferentes areas, donde se han creado partes mecanicas y montajes
[Mahalik, 2006], hasta llegar al punto en el que la microtecnologia ha podido interactuar con la
biologia celular, permitiendo la manipulacién de células individuales, del ambiente extracelular

y, de la forma y organizacion interna de la célula [Weibel et al., 2007].

Las neurociencias se apoyan en la microfabricacion [Walz, 2007] para: (1) crear
herramientas (electrodos y microelectrodos) que faciliten la medicién y registro de la AEN, y
(2) crear patrones fisicos (microestructuras) que delimiten el crecimiento neuronal, emular la

AEN y estudiar el comportamiento dentro de una red.

El dispositivo polimérico propuesto en esta tesis consiste en un par de pozos comunicados
entre si por un microcanal.
e Las caracteristicas de los pozos son: 6 mm de didmetro por 7 mm de profundidad.
e Las caracteristicas del microcanal son: 3,7 um de altura por 20 um de ancho por 1
mm de largo.
e Las dimensiones del microcanal limitan el tipo de técnica de microfabricacién que

puede utilizarse para fabricar el dispositivo.
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3.2 Objetivos
El dispositivo propuesto en esta tesis es una pieza polimérica que puede ser creada por diversos
procesos de microfabricacion. El principal objetivo de este capitulo es identificar el proceso de
microfabricacion mas eficiente para microfabricar la pieza polimérica.

Los objetivos especificos de este capitulo son:

1. Disefar y crear una méscara para la produccién de microcanales.

2. Crear masteres a través de fotorresinas y de técnicas de electrodeposicion.

3. Evaluar diversos procesos para fabricar piezas poliméricas.

4. Comprobar y caracterizar el estado de la pieza polimérica final (correcta unién de los
pozos y el microcanal con el sustrato, ausencia de fugas de medio de cultivo), a través
de fluorescencia.

5. Determinar el procedimiento de fabricacion que sea practico, sencillo (pocos pasos),
eficiente (buena calidad de réplica) y de bajo coste, tanto en el campo de la

investigacién como en el campo de la mercadotecnia.

3.3 Materiales y Métodos
La fabricacién de la pieza polimérica se inicia con la creacién de la mascara, para crear el
master, el cual sera el molde principal en la fabricacion en serie de dispositivo polimérico.

La mayoria de las tecnologias que generan piezas poliméricas y que pueden ser ttiles para la
fabricacion de nuestro dispositivo polimérico, tienen su origen con la creacion de una mascara.
La mascara es una herramienta con la que se trabaja dentro de la sala blanca para microfabricar
a la pieza master.

Una vez que el master se encuentra microfabricado con sus microestructuras, éste se utiliza
como molde principal para hacer varias copias positivas. Las técnicas y protocolos mas
comunes utilizados para fabricar copias son: inyecciéon de molde, bonding, hot embossing,
elastomer casting [Becker & Girtner, 2008].

Una de las tecnologias disponibles para la creaciéon de microestructuras es el proceso de
litografia de rayos X conocido como LIGA (de sus siglas en alemin para litografia,
electrodeposicién y moldeo), que trabaja con una precisiéon de micrémetros (plano horizontal).
Sin embargo, este tipo de proceso es costoso y demasiado complejo para su uso [Heckele et al.,
2001].

El resto de tecnologias que se emplean en la fabricacién de piezas poliméricas son proceso

menos complejo y tienen un precio més asequible; ademads, poseen mads libertad para trabajar en
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diversas posiciones sobre la estructura en comparaciéon a LIGA; aunque, no tienen la misma
calidad de LIGA, sus acabados pueden ser aceptables.

Otro tipo de técnicas es el Rapid Prototyping, que pueden fabricar piezas poliméricas con
una impresora 3D. Esto se logra a través del revelado de diversas capas que se van apilando; sin
embargo, las impresoras 3D tienen una resolucion limitada y no pueden trabajar dentro de las
dimensiones del microcanal de la pieza polimérica que deseamos producir.

Ejemplo de impresoras 3D son las “ED Systems”, que tienen una de las mds altas
resoluciones: 328 por 328 por 606 DPI (Dots Per Inch) (X-Y-Z), lo que equivale a decir 13 por
13 por 23,8 puntos por milimetros. Sin embargo, el microcanal, que es la parte mds critica y
pequefia en nuestro proceso de microfabricacién, requeriria de una impresora 3D que opere
dentro del rango de 1270 por 1270 por 6350 DPI (X-Y-Z), 6 50 por 50 por 250 puntos por
milimetros. Por lo tanto, Rapid Prototyping no se considera una opcién para nuestro proceso de
microfabricacién.

Estereolitografia y mecanizado por descarga eléctrica son otro tipo de técnicas que no son
consideradas porque dificilmente pueden trabajar dentro de la resolucién deseada.

Las técnicas que se pueden utilizar para nuestro proceso de fabricacion y reproduccién de
piezas poliméricas son: hot embossing, inyeccidon de molde y elastomer casting.

Los trabajos de Becker [Becker & Giértner, 2008] e investigaciones de campo (empresas
Tecan, Precisionmicro, Electroform, AIMME) demuestran que hay una relacién entre la
cantidad de piezas a fabricar, el tipo de técnica a utilizar y la inversién econémica que se
requiere.

La mejor opcioén para producir a baja escala (cientos de piezas poliméricas) es elastomer
casting. La mejor opcion para producir a alta escala (decenas de miles de piezas poliméricas) es
inyeccién de molde. La técnica de hot embossing es una respuesta intermedia a las técnicas de
elastomer casting y de inyeccién de molde.

El molde maestro que se utiliza para la técnica de elastomer casting, puede estar hecho de
una base de silicio o incluso de vidrio, con una cubierta de fotorresina; pero para las técnicas de
inyeccion de molde y de hot embossing es imprescindible un molde de metal, ya que éste
requiere ser introducido a alta presion y temperatura para la replicacién de la pieza polimérica.
Debido a las dimensiones del microcanal, la técnica de fabricacién mdas adecuada para obtener
un molde metalico, es la de electrodeposicion.

Por lo tanto, las etapas que permiten microfabricar la pieza polimérica deseada, estan
clasificadas en:

e (Creacion de la mascara
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e (Creacién del master
e Microfabricacidon de la pieza polimérica

¢ Comprobacioén del estado de la pieza polimérica

3.3.1 Microfabricacion de la mascara
El proceso de microfabricacion por lo general se inicia con el disefio de la mascara.

La mdscara es una lamina de cristal (transparente al UV) o bien una ldmina transparente
plastica (transparencia) con una figura impresa (disefiada en ordenador). La mascara se utiliza
en la sala blanca, durante el proceso de fotolitografia, para proyectar su imagen sobre un
sustrato con fotorresina y de esta manera crear las microestructuras deseadas. Las herramientas
utilizadas son:

® Ordenador y software.- Se requiere de al menos un ordenador estdndar con software
integrado, con una precision micrométrica, como “Freehand” o “Autocad”, para
disefiar la figura 2D del mdster y posteriormente ser impresa en una transparencia.

e Maiscara.- Hoja delgada translicida con propiedades opticas uniformes y que
contiene la impresién de la figura 2D del méster.

La mdscara propuesta para esta tesis, estd disefiada con el software “Macromedia Freehand
10” (Figura 3.1) y se encuentra constituida por 40 lineas, cada una de ellas mide 10 mm de largo
por 20 um de alto. La separacién entre cada una de las lineas es de 12 mm (plano vertical) y 9
mm (plano horizontal). Este tipo de disefio es impreso en una filmina transparente (hoja de

acetato).

3.3.2 Microfabricacion del master
El master es el molde principal (imagen negativa) utilizado para fabricar las piezas poliméricas

con una imagen positiva.

3.3.2.1 Microfabricacion del mdster por fotorresinas
El master es creado por deposicién de fotorresina (material sensible a los rayos UV) sobre la
base de un sustrato. A través de los procesos de centrifugado (spinning) y de fotolitografia es

como se forman las microestructuras deseadas.
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Mask for master for PDMS
(20u x10mm)

Figura 3.1 Mascara. Imagen de la mdscara disefiada con el soffware “Freehand”. Esta méscara se emplea en el

proceso de fotolitografia, para la creacién del master. Las dimensiones de cada una de las lineas son de 20 um de alto

por 10 mm de largo.

El sustrato puede ser de silicio, acero, niquel, vidrio u otro material con calidad pulido

espejo (llanura con un valor inferior a 0,1 um y rugosidad con un valor inferior a 0,002 pm).

En esta tesis, para crear el microcanal con las caracteristicas deseadas, se utilizan la

fotorresina AZ 9260, la fotorresina SPR220 y la fotorresina SU-8.

Fotorresina AZ 9260.- Este tipo de fotorresina positiva esta disefiada para trabajos
de alta resolucién y grandes diferencias entre la proporcion de la base y la altura.
Por lo general se utiliza para trabajos que van desde 2 um hasta 24 pm de
resolucion [Chen et al., 2007]. El protocolo para la creacion del master estd en
Anexo A-1.

Fotorresina SPR220.- Es una fotorresina positiva para usos generales que crea una
pelicula con un espesor de 1 a 30 pm. También posee excelentes caracteristicas de
adhesién y de cubierta que lo hacen muy util para aplicaciones en MEMS y en
electrodeposiciones [Kukharenka & Kraft, 2003]. El protocolo para la creacién del
mdster estd en Anexo A-2.

Fotorresina SU-8.- Es un tipo de fotorresina (negativa) epoxi empleada para la
microfabricacién y otras aplicaciones microelectrénicas, con la que se obtiene una

figura térmicamente y quimicamente estable [Lorenz et al., 1997].

La resolucién con la que se trabaja va del rango de 0,5 pm hasta mas de 200 um de espesor.

El protocolo para trabajar con la fotorresina SU-8 estd en Anexo A-3. El master que se obtiene
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es un sustrato de vidrio con unas pistas de fotorresina SU-8, de valores de 10 mm de largo, por

20 um de ancho, con un espesor aproximado de 4 pm.

3.3.2.2 Microfabricacion del mdster por electrodeposicion de niquel
La creacion de un mdéster de metal (pistas y base) facilita el uso de la técnica de hot embossing o
de inyeccion de molde [Piotter et al., 1997; Mekaru et al., 2004] para la microfabricacion de
microcanales sobre placas de poliestileno (PS) y para incrementar el nimero de piezas
poliméricas que se pueden fabricar por hora.

La técnica de electrodeposicién de niquel utiliza mdsteres con imagen positiva, los cuales
pueden ser creados con la fotorresina AZ sobre sustrato de acero, con la fotorresina SPR sobre
el sustrato de acero o con la fotorresina SPR sobre el sustrato de niquel.

La técnica de electrodeposicion de niquel consiste en introducir dos electrodos dentro de una
solucién electrolitica, rica en niquel, a la cual se le aplica una corriente eléctrica que provoca
que los iones del dnodo (placa de niquel) viajen y se depositen sobre el area descubierta de la
superficie conductora del catodo (trincheras del master con fotorresina) para crear asi, pistas de
niquel sobre el sustrato.

La solucién electrolitica es un componente clave para el proceso de electrodeposicion de
niquel; los elementos y las concentraciones que generalmente son empleados varian de acuerdo
al gusto del mismo grupo de investigacion y a la cantidad de niquel que se desea
electrodepositar, como ocurre con Pai y con Kukharenka & Kraft, quienes electrodepositan con
una resolucién de 3,6 um sobre un master con fotorresina SPR [Pai, 2001; Kukharenka & Kraft,
2003] o los trabajos de Lee, Hirai y Ueno cuyas electrodeposiciones son inferiores a 10 um
utilizando diversas fotorresinas [Ueno et al., 1997; Hirai et al., 2002; Lee & Jiang, 2008].

La incorporacién de ciertos compuestos dentro de la solucién electrolitica pueden ayudar a
mejorar la calidad de electrodeposicién [Zhu et al., 2006; Monzén et al., 2007]. El empleo de
Liebelight SF-1 y Liebelight SF-2 pueden funcionar como agentes resistentes al efecto de
picadura sobre el acabado del material electrodepositado [Lim et al., 2007].

Por otra parte, la sacarina reduce el nivel de estrés al que se ve sometido la muestra durante
el proceso de electrodepositado [Subramanian et al., 2001] y si ademads, se aiade dodecilsulfato
sodico (SDS de sus siglas en inglés Sodium Dodecyl Sulfate), se puede controlar mejor la
resolucién y evitar el nivel de estrés y de deformacion del material [Kelly & Yang, 2001].

Para la presente tesis, se utiliza el siguiente protocolo:

e FEl maéster es una pieza cuyo sustrato es de acero y su superficie estd cubierta

parcialmente por una fotorresina; el master se somete a una etapa de pre-activacion,
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donde la pieza se sumerge en una solucidon quimica de 50% acido clorhidrico (HCI)
y 50% agua destilada (H,0O), a temperatura ambiente dentro, por un minuto.
® Posteriormente, el master se somete a la etapa de activacién (por 3 min), donde se
sumerge dentro de una solucién quimica denominada “bafio Woods” (compuesto
quimico con diversos cloruros dcidos), a temperatura ambiente, y haciendo circular
una corriente de densidad de 50 Cmm—p;, para garantizar una deposicion de alta calidad y
buena adherencia al sustrato.
La composicién quimica del bafio Woods es:
®  25% Cloruro de niquel (NiCl,)
e 25% Acido clorhidrico (HCl )
®  50% Agua destilada (H,0O)

Luego, el master se introduce en otra solucién electrolitica, llamada “bafio Watts” o
“Sulfamato de niquel”, para depositar niquel sobre las partes descubiertas del mdster. La
densidad de corriente adecuada para una alta resolucidon de deposicién es por debajo de los 20
% [Ueno et al., 1997; Agarwal et al., 2005; Zhu et al., 2006], en nuestro caso aplicamos una
corriente de 10 Q—AZ, a una temperatura de 55 °C, por 3 horas. Esto equivale a depositar una capa
de niquel de 2 pum por cada hora.

La composicién quimica para preparar medio litro de solucién acuosa para el proceso de
electrodeposicioén con niquel estd expresada en la tabla 3-1. La mezcla debe ser a la temperatura

de 55 °C y el pH debe estar cercano al valor de cuatro, de esta manera el compuesto no serd

demasiado agresivo para el material a electrodepositar.

Tabla 3-1 Composicién electroquimica de la solucion para electrodeposicion de niquel [Kelly & Yang, 2001],

conocida también como solucién de sulfamato de niquel.

Compuesto Férmula Cantidad
Sulfamato de niquel Ni(S0O3-NH,) 4H,0 298.,5 gr
Acido Bérico H;BO; 22,5 gr
Sacarina C;HsNO;S 1,0 gr
Dodecilsulfato Sédico (SDS) Ci,H»sNaO,S 0,1 gr
Agua destilada H,0 500,0 ml
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3.3.3 Microfabricacion de piezas poliméricas
Para la creaciéon de las piezas poliméricas, se utilizan materiales con las caracteristicas de
transparencia, biocompatibilidad, alta resistencia eléctrica, un valor de dureza de Shore A 50.
Algunos de los principales materiales que cuentan con estas propiedades y resultan ser
econémicos son:

¢ Polidimetilsiloxano (PDMS).- Es una silicona que se emplea para proteccion
contra la corrosién del medio ambiente y como amortiguador mecanico y térmico
para evitar vibraciones, sobretodo en el drea de Optica [Mata et al., 2005]. Las
aplicaciones tipicas son: encapsulamiento de amplificadores, bobinas, conectores,
placas de circuitos, médulos de equipo, nucleos de ferrita, celdas solares y
transformadores. =~ También posee caracteristicas de biocompatibilidad,
transparencia, permeabilidad al O, y CO,. Es econdémico y facil de moldear [Morin
et al., 2005].

e Plastico.- Este tipo de material estd clasificado principalmente en dos grandes
categorias: termoplésticos (los que se pueden moldear varias veces) y
termoformados (los que solo se pueden moldear una vez). Las placas de Petri
utilizadas para cultivos celulares son de PS (poliestireno), el cual es termopldstico;
sus principales caracteristicas son: material econdmico, rigido, transparente, facil
para moldear y con una buena estabilidad dimensional, tiene buenas propiedades
eléctricas, tiene una excelente resistencia a las radiaciones gamma; pero las
desventajas que posee son: fragilidad, pobre resistencia quimica (especialmente a
quimicos orgdnicos), es susceptible a la degradacién UV y es inflamable. La

temperatura a la cual se empieza a derretir estd entre 200-250 °C.

3.3.3.1 Técnica de hot embossing
Este tipo de técnica consiste en la marcacién de figuras o formas sobre piezas poliméricas
mediante la aplicacion de presion y calor.

Una vez fabricado el méster de metal, éste se coloca junto a una placa de polimero, dentro de
la maquina de hot embossing para que sean aprisionados, uno contra otro, para hacer el
marcado.

A cada placa de polimero, de manera independiente, se le aplica una temperatura elevada. El
polimero se calienta hasta llegar a la temperatura de transicion vitrea (para reducir su nivel de

dureza). Todo este procedimiento se realiza dentro de una cdmara de vacio para evitar la
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formacién de burbujas, tanto de aire como de vapor de agua, y ayudar a incrementar el periodo

de vida de las herramientas de niquel, al evitar la corrosién por las elevadas temperaturas.
La fuerza que se aplicada en este tipo de proceso va del orden de 0,5 hasta 2 ;—Nz [Becker &

Girtner, 2008]. La pieza polimérica fabricada es una réplica negativa del mdster, de muy alta

calidad.

3.3.3.2 Técnica de inyeccion de molde
Esta técnica consiste en calentar un polimero granulado, para transformarlo en una masa pléstica
y depositarlo dentro del cilindro de plastificacion de la inyectora; de esta manera, el material es
inyectado en la cavidad del molde metélico, del cual tomara forma. Como el molde se encuentra
a una temperatura mucho mads baja que el punto de fusién del polimero, entonces éste se enfriara
rapidamente adquiriendo la forma de su contenedor [Monzén et al., 2007].

En la figura 3.2 se presenta la sugerencia del disefio de cémo deben ser los acabados de las
piezas poliméricas que son fabricadas bajo este tipo de técnica (el Anexo B contiene mas
detalles al respecto). Las partes a inyectar son:

¢ Una base con los microcanales.

e Una estructura con 6 pares de tubos, que representan los pozos en donde se
depositan los cultivos neuronales.

e Una tapa, cuya finalidad es la de cubrir la superficie de los pozos para conservar las

condiciones de esterilidad en los cultivos neuronales.
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Figura 3.2 Modelo para inyeccion de molde. Esta figura muestra un modelo en 3D de las piezas de PS para ser
creadas por la técnica de inyeccion de molde. La propuesta consiste en disefiar 3 piezas: la base con el microcanal, la

estructura con los 6 pares de pozos y una tapadera para conservar la esterilidad.
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3.3.3.3 Técnica de ensamblaje de piezas poliméricas
El ensamblaje de materiales consiste en unir las piezas poliméricas creadas mediante las
técnicas de hot embossing o por inyecciéon de molde, con el objetivo de crear una pieza
polimérica unica, la cual se encuentra constituida por un par de pozos comunicados por un
microcanal.

Las diferentes formas que puede ser llevado a cabo el proceso de ensamblaje de las piezas
con los pozos sobre las piezas con los microcanales son por enganchado mecanico o por
bonding: adhesivo, unién por induccién, unién por temperatura y presion, herramienta de
calentamiento para soldar, soldadura por gas caliente, soldadura por friccién o spin, calor por
induccién, soldando por ultrasonido, soldado por vibracion, soldadura dieléctrica, unién por
infrarrojo, unién por ldser y la soldadura por disolventes [Harper, 2006].

Los métodos de unién por temperatura y presion, herramienta de calentamiento para soldar,
soldadura por ultrasonido o soldadura por rotacién, son los mds recomendados para los
materiales plasticos, ya que sus tiempos de unién son relativamente cortos y no se requiere la

incorporacion de algin adhesivo, con esto se evita posibles efectos de toxicidad.

3.3.3.4 Técnica de elastomer casting
Este tipo de técnica consiste en verter una sustancia elastdmera sobre un molde que, bajo cierta
cantidad de temperatura y tiempo, se cura y de esta manera, cuando se retira el elastémero del
molde contenedor, la pieza polimérica tendrd la forma negativa del molde. El material
generalmente utilizado para esta técnica es el polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard© 184. El
protocolo para la preparacion de silicona PDMS se encuentra en el “Anexo A-4”.

La pieza polimérica final es una matriz de 95 mm de lado, por 96 mm de lado, por 7 mm de
espesor, que posee 40 pares de perforaciones (figura 3.4) y con un microcanal entre cada par de
perforaciones. El microcanal posee 1 mm de longitud con 3,7 um de profundidad y 20 um de
ancho. Los pozos son de 6 mm de didmetro y 7 mm de longitud. En el “Anexo C” se ofrece mds
informacién acerca del disefio de las piezas de aluminio utilizadas para fabricar la matriz de

PDMS.
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Figura 3.3 Modelo 3D del proceso de microfabricacion. Diagrama representativo del proceso de fabricacion
de las piezas poliméricas de PDMS con el microcanal, mediante la técnica de elastomer casting. (A) El master es una
pista de fotorresina SU-8 sobre un sustrato de vidrio. (B) El PDMS es curado sobre el master y después perforado (C)
a través del microcanal para crear dos agujeros que mds tarde se convertirdn en pozos (D). La pieza polimérica de
PDMS es colocada sobre una placa de Petri, recubierta previamente con poli-L-lisina (F). (G) Los electrodos son
introducidos a través de la tapa y quedan sumergidos y suspendidos dentro del medio extracelular para realizar
registros de la AEN de las neuronas. (H) y (I) Muestra de corte transversal de la pieza polimérica final, donde el

microcanal queda expuesto.
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Figura 3.4 Modelo 3D de pieza elastomérica con 40 pares de perforaciones. Este modelo representa la

matriz final del proceso de fabricacion mediante la técnica de elastomer casting.

3.3.4 Caracterizacion de las piezas poliméricas
Material fluorescente se utiliza para comprobar que la pieza polimérica se encuentra
correctamente elaborada y ensamblada. El material fluorescente emite luz cuando estd bajo
cierto tipo de radiacion, esta propiedad se aprovecha para mezclarse con agua destilada y
depositarlo dentro del dispositivo polimérico. Todas las cavidades son llenadas y de esta forma
se corrobora visualmente que todas las partes se encuentren unidas, sin obstrucciones en el canal
y sin fugas en las uniones.

Lucifer Yellow.- Es un colorante fluorescente disulfénico aniénico, propuesto para ser
utilizado en la corroboracién del estado del dispositivo polimérico, el cual es soluble en agua y
tiene un pico de excitacion/emision de 428/536 nm. Se utiliza principalmente para estudios
morfolégicos neuronales, porque contiene un grupo de carbohidratos que permite estar

covalentemente conectado con las moléculas que le rodean durante la fijacién del aldehido.

3.4 Resultados
Los resultados de los procesos de microfabricacién se presentan en el siguiente orden:
® Microfabricacién de la mascara.
e  Microfabricaciéon del master con diferentes fotorresinas (AZ, SPR y SU-8) y por
electrodeposicion.
e Microfabricacién de las piezas poliméricas.
® Moldes alternativos

e (Caracterizacion de los dispositivo polimérico
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Figura 3.5 Linea de la mascara. La méscara estd impresa sobre una hoja de acetato. La fotografia muestra a una

de las 40 lineas de la mdscara donde se observa que el valor real de su altura mide 16 pm

3.4.1 Microfabricacion de la mascara
El disefio de la méscara con 40 lineas (figura 3.1) se realiza bajo el software “Freehand”, las
lineas tienen valores de 10 mm de largo por 20 pm de alto.

Este disefio se imprime en la compaiifa Leicrom “Taller de preimpressié” a alta resolucién
(3.500 DPI) sobre una transparencia. Los valores de las lineas impresas sobre la transparencia
oscilan entre las 16 y 17 um (figura 3.5), en lugar de las 20 pm como estaba disefiado.

Las observaciones indican que la hoja de acetato presenta ciertas irregularidades Opticas
(motas) en las zonas de la linea donde deberia haber solo transparencia; sin embargo, estas

motas microscépicas no afectan al proceso de fotolitografia, ya que su tamafio es muy reducido

con respecto al drea total de la pista.

3.4.2 Microfabricacion del master
Los procesos de microfabricacion de los madsteres tuvieron lugar en las salas blancas de la
Universidad Politécnica de Catalufia (UPC) y en la plataforma de nanotecnologia del Parque

Cientifico de Barcelona (PCB).

3.4.2.1 Microfabricacion del mdster con fotorresinas (AZ, SPR y SU-8)

Master de fotorresina AZ sobre sustrato de acero.- Este master se encuentra constituido por
un sustrato de acero sobre el cual esta depositada una pelicula de fotorresina AZ con unas
trincheras que dejan al descubierto la base del sustrato. Las trincheras obtenidas por este
proceso presentan ciertas irregularidades sobre su superficie (figura 3.6), por lo que la calidad
del microcanal se ve comprometida desfavorablemente.

Master de fotorresina SPR sobre sustrato de acero.- Este mdster se encuentra formado
por un sustrato de acero con una pelicula de fotorresina SPR y unas trincheras que dejan al

descubierto al sustrato de acero (figura 3.7).

33



Figura 3.6 Trinchera con fotorresina AZ. Fotografia de la trinchera de una pelicula de fotorresina AZ sobre un
sustrato de acero. La trinchera deja al descubierto la naturaleza del sustrato; sin embargo, no es completamente

uniforme.

Figura 3.7 Trinchera de la fotorresina SPR sobre el sustrato de acero. La trinchera tiene una desviacién

estandar de 0,58 um en los bordes.

Los acabados de las trincheras con la fotorresina SPR tienen mejores resultados, en
uniformidad, con respecto a la fotorresina AZ.

Master de fotorresina SPR sobre sustrato de niquel.- Este mdster estd elaborado de un
sustrato de niquel sobre el cual se encuentra una pelicula de fotorresina SPR con trincheras, las

cuales dejan al descubierto la base del sustrato de niquel.

34



X Profile
( ( ‘ O X 81.9803 um
T <
] % 102,187 um T
120} Z:-0.2366 um Rq 0.86 um
9 e

Ra 0.76 um
IV Rt 2.33 um

e Rp 1.84 um
Rv -0.49 um

100

2054 um
4931 um /
7 1 T —

y Ande 5.4 miad
7 L Curve 045 um

i

T T T T T T T
20 0 &0 B 1 12 10 160 1e0 200

s
&

wd

—_— Terms  None
AvgHt  0.22 um

Area 17.63 um2

wnyLsz0 7

Figura 3.8 Medicion de la pista de SU-8. Imagen donde se muestran los resultados gréficos al medir con el

perfilémetro las pistas de SU-8 sobre el sustrato de vidrio.

Los resultados del proceso de fotolitografia son similares a los de fotorresina SPR sobre
sustrato de acero (figura 3.7).

Master de fotorresina SU-8 sobre sustrato de vidrio.- Este mdster consiste en pistas de
fotorresina de SU-8 formadas sobre un sustrato de vidrio. Este tipo de mdster es utilizado para el
proceso de elastomer casting.

Las pistas de SU-8 son caracterizadas con el perfilémetro; la altura de la pista medida es de
3,7 um. El ancho de la pista es en promedio de 20 um, este valor es diferente al medido en las
lineas originales de las méscaras (figura 3.5), lo que nos indica que los rayos UV se proyectan
con un cierto dngulo oblicuo sobre el master, durante el proceso de fotolitografia.

Este tipo de master, después de ser utilizado unas decenas de veces, sera reemplazado por

uno nuevo para evitar que la degradacion de las pistas afecte a la réplica del microcanal.

3.4.2.2 Microfabricacion de mdster metdlico por electrodeposicion
La electrodeposicién de niquel es una técnica popular para generar moldes de metal, en la cual
se emplean sustratos de metal cubiertos parcialmente por una resina, como paso previo ante la
técnica de inyeccién de molde o de hot embossing. Es por ello que, durante esta etapa, es muy
importante que la pieza que se fabrica tenga un acabado excelente.

La técnica de electrodeposicion fue desarrollada de manera experimental en las instalaciones
del laboratorio del PCB, como parte del estudio en la creacién de moldes de metal.

Resinas como PDMS estan exentas de ser utilizadas en los procesos de electrodeposicion, ya
que tienden a separarse del sustrato cuando estdn sumergidos en la solucién electrolitica,
modificando las caracteristicas del area a depositar y alterando los resultados.

Las caracteristicas paramétricas de la solucién electrolitica de sulfamato de niquel con la que
se realiza la electrodeposicion son:

e pH =292 (temperatura de 55 °C)

e (Conductividad = 64,2 IC"—I: (temperatura de 25 °C)
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¢ Densidad de la corriente aplicada para el proceso de electrodeposicion de niquel =

1024

cm?

Observaciones diversas de la respuesta de la fotorresina del sustrato ante la solucién
electrolitica:

e La fotorresina AZ se desprende ligeramente al estar sumergida en la solucién de
sulfamato de niquel, lo cual afecta el area de electrodeposicion de algunas de las
pistas.

e La fotorresina SPR también se desprende en contacto con la solucién de sulfamato
de niquel, aunque en menor proporcién que con respecto a la fotorresina AZ.

Los resultados muestran que al utilizar fotorresina AZ y SPR, las pistas de niquel
electrodepositadas sobre el sustrato de acero y sobre el sustrato de niquel, presentan una
adherencia pobre. La pista de niquel electrodepositada puede ser desprendida facilmente al
desplazar una punta de pipeta de plastico sobre su superficie.

Otros trabajos de electrodeposicion sobre sustratos de niquel tienen lugar en las instalaciones
del “Laboratorio de electrodeposicién y corrosion” del departamento de quimica-fisica de la
Universidad de Barcelona (UB); quienes utilizan su propio protocolo, dando como resultados
que las pistas tengan una fuerte adherencia, dificil de desprender del sustrato; pero con una
calidad morfolégica poco deseable (figura 3.9).

El protocolo del “Laboratorio de electrodeposicién y corrosién” consiste en someter al
master a un periodo de activacién de por 2 min dentro de un bafio Woods, con una densidad de

corriente de 12.500 :n—Az; luego se electrodeposita, el master, dentro de una solucidn electrolitica.

Para encontrar el mejor punto de electrodeposicidn, se utilizan diferentes parametros:
e Electrodeposicidn de sulfamato de niquel por un tiempo estimado de 15 min.
¢ Electrodeposiciéon de sulfamato de niquel por un tiempo estimado de 8 min.
¢ Electrodeposicidn en un bafio Watts con niquel (sulfato) por un tiempo de 15 min.

e Electrodeposicidn en un bafio Watts con niquel (sulfato) por un tiempo de 8 min.
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Figura 3.9 Pista de niquel electrodepositada sobre sustrato de niquel. En las imédgenes superiores se
muestra una pista entera de niquel. En las imagenes inferiores se muestra una seccion parcial de la pista amplificada,

donde se puede apreciar con mds detalle las irregularidades de la pista.
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Figura 3.10 Electrodeposicion de pista de niquel sobre master de niquel. Imédgenes tomadas por
microscopio electrénico de barrido (SEM). (A) Vista superior del sustrato con una inclinacién de 60°, aqui se muestra
la pista con irregularidades. (B) Deposiciones de niquel fuera del drea de la pista. (C) Vista superior del sustrato

donde se muestra la pista con agrupaciones de niquel en los bordes de la misma.
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Figura 3.11 Medicion de la seccion transversal de la pista de niquel con perfilometro. Medicién
realizada sobre el ancho de la pista de niquel. Dos picos son registrados sobre la superficie de la pista; estos picos

representan una alta concentracion de grumos de niquel.

Los resultados que se obtienen de los masteres ante los diversos parametros de
electrodeposicién son muy similares entre si, las pistas se adhieren fuertemente a la base; pero
en algunos casos, el niquel se electrodeposita fuera de la pista, debido a una posible filtracién
entre la fotorresina y el sustrato (figura 3.10 (A) y (B)). También la morfologia de las pistas
presenta ciertas irregularidades en su superficie (figura 3.10 (C)), corroborado por el

perfilémetro (figura 3.11).

3.4.3 Microfabricacion de piezas poliméricas

Los resultados obtenidos de utilizar diversas técnicas para la microfabricacion de las piezas

poliméricas son:

3.4.3.1 Técnica de hot embossing
Las operaciones de hot embossing se realizan en las instalaciones del PCB, en la plataforma de
nanotecnologia. El modelo de la maquina que se emplea es “HEX03 Hot Embossing”.

Para este tipo de técnica se utiliza un mdster cuya base y pistas estdn constituidas por PDMS;
este master de silicona se obtiene al utilizar la técnica de elastomer casting sobre un master
previamente fabricado por fotolitografia.

Un méster de vidrio con pistas de SU-8 es muy fragil para este tipo de operacion. Un méster
de vidrio se puede destruir parcial o totalmente durante el proceso de hot embossing.

Se puede utilizar un master de PDMS para hacer las marcas de los microcanales sobre las
piezas de PS y unirlas, posteriormente, con otra pieza de PS (con los pozos marcados) a través

de alguna técnica bonding.
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Tabla 3-2 Caracteristicas de la técnica de hot embossing

Descripcion Valor
Fuerza aplicada 500 N
Temperatura en la mdquina 130 °C

Temperatura real entre las placas PDMS y PS | 110 °C

Tiempo de operacién 5 min
Altura de la pista del molde PDMS 3,7 um
Profundidad marcada en el PS 2,7 um

En la tabla 3-2 se muestra que el valor de la altura de las pistas del master de PDMS son 3,7 um
(figura 3.12) y el valor de las trincheras creadas sobre las piezas de PS son de 2,7 um; esto
indica que existe una pérdida en la transferencia de forma del 27%.

Un protocolo opcional para marcar piezas de PS (30 mm por 30 mm), es sustituir la maquina
de hot embossing por un hot plate y colocar las piezas apiladas en el siguiente orden,
empezando desde abajo: el hot plate, el master, una pieza de PS y un peso cercano a 2 kg; esto
ultimo, sirve para hacer presion sobre las piezas poliméricas y ayudar a que se solden. El hot

plate debe tener una temperatura cercana a los 65 °C.

3.4.3.2 Técnica de inyeccion de molde
Las caracteristicas de los moldes de metal que son fabricados por electrodeposicion y
electrodeformado, presentan ciertas imperfecciones que son criticas en cuanto a la forma, por lo

que no se utiliza la técnica de inyeccion de molde en la presente tesis.

m h 4

Rg 1.05 um

E Ra 0.60 um
E Rt 4.10 wm
3 Rp 3.69 um
2 Ev -0.40 um
X 86.17 - - um B
hd 72.94 = - um = Angle  -536.14 urad
Ht -0.22 - - um o3 Curve -2.57 mm
Dist - um o] Terms None
e E
gle P - AvaHt  -0.00 um
Area -0.09 um?

Title: Subregion AT TR TR T TR T T T AT T T
Note: X offset: 426 Y oftset:134
Figura 3.12 Medicion de las pistas del master de PDMS mediante interferometro. Este mister se
encuentra constituido por una placa de PDMS con pistas del mismo material, su altura corresponde a 3,7 um y el
ancho a 17 pm (valor en el punto medio del plano vertical de la pista). Este master se usa para marcar las piezas de

PS por medio de la técnica de hot embossing.
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3.4.3.3 Técnica de ensamble de materiales
La técnica de ensamble de materiales (bonding) une a las piezas bases de PS (microcanal
marcado) con las piezas pozos de PS (perforaciones de 6 mm de didmetro) a través de
temperatura y presion.

El procedimiento para unir las piezas consiste en apilarlas bajo un peso de 2 kg, dentro del
horno a una temperatura comprendida entre los 85 °C y 100 °C, por un tiempo cercano a 2
horas.

El resultado es una pieza unica con dos pares de pozos comunicados entre si por un
microtinel. Utilizar otro tipo de técnica para ensamblar este tipo de piezas poliméricas puede

provocar que el microtinel se obstruya, debido al valor tan reducido de sus dimensiones.

3.4.3.4 Técnica de elastomer casting

Actualmente se trabaja con PDMS de la marca “Sylgard ® 184 Silicone Elastomer”, como
silicona por excelencia para la microfabricacién del dispositivo polimérico; este tipo de silicona
se considera biocompatible y se utiliza por la mayoria de los investigadores como contenedor de
cultivos celulares [Mata et al., 2005].

Sin embargo, la compafiia Dow Corning, principal distribuidora de este material, no hace
explicita que la caracteristica de esta silicona sea totalmente biocompatible [Dow Corning].

Un tipo de silicona totalmente certificada como biocompatible por la compaiiia Dow
Corning, es “Silastic® MDX4-4210 BioMedical Grade Elastomer”.

Al realizar un estudio comparativo para determinar las diferencias entre las siliconas Sylgard
184 y MDX4-4210, se obtienen los siguientes resultados:

Resultados biolégicos:

e Después de dos semanas de que los cultivos neuronales son contenidos por las
estructuras de PDMS Sylgard 184, estos tienden a desplazarse en sentido opuesto al
de las paredes de dicho material.

e Lareaccién obtenida de los cultivos celulares ante el material MDX4-4210, es que
no existe desplazamiento celular en ninguna direccién especifica.

e La cantidad de dias que llegan a vivir los cultivos neuronales son las mismas con
ambos materiales.

Resultados fisicos:

e El material Sylgard 184 es de color transparente, lo cual facilita la inspeccién éptica
de los cultivos dentro del microcanal, y posee una dureza de 50 en la escala de

Shore, con lo que no existe deformaciones del material, cuando se realizan cortes.
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¢ El material MDX4-4210 tiene un color blanco, esto dificulta la inspeccion éptica en
el microcanal; ademads, posee una dureza de 30 en la escala Shore A, por lo que se
deforma el material cuando es sometido a procesos de cortado y de perforaciones.
Las diferencias bioldgicas entre ambos materiales no son cruciales; pero las diferencias
fisicas que presenta el material MDX4-4210 hacen que no sea considerado apto para la

microfabricacién de dispositivos.
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Figura 3.13 Pieza polimérica de PDMS con el microcanal formado. La imagen superior (A, en campo
claro) muestra el microcanal comunicando los dos pozos. En la imagen inferior (B, en campo claro) se muestra el
microcanal (amplificada 100 veces), donde se aprecia su morfologia. La seccién mas abierta del microcanal mide
cerca de 30 um, mientras que la seccién menos abierta del microcanal solo mide alrededor de 10 um; el valor de

apertura promedio es aproximadamente de 20pum.
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Figura 3.14 Fotografia de la matriz de PDMS. Esta matriz contiene 40 pares de pozos y un microcanal que
conecta cada par de pozos. Sus dimensiones son: 95 mm por 96 mm por 7 mm de espesor. Cada pozo tiene un

didmetro de 7 mm y el canal (no visible en la imagen) tiene las dimensiones de 3,7 um de alto, 20 um de ancho y 1

mm de longitud.

Las piezas poliméricas se fabrican utilizando PDMS Sylgard 184; con esto se logra obtener
una matriz donde se puede replicar el microcanal de manera exitosa (figura 3.13) y realizar
perforaciones sin problemas, como se ilustra en la figura 3.3. El resultado final es una matriz de
40 pares de pozos (figura 3.14) con un microcanal entre cada par de pozos.

Es necesario aplicar un proceso de limpieza a la pieza para remover las posibles particulas de
suciedad que se pudieron adherir durante el proceso de su creacién. Posteriormente se depositan
sobre una placa de PS previamente tratado con poli-L-lisina.

Una de las ventajas del PDMS es que se adhiere con facilidad a la superficie de PS y con la
suficiente fuerza para mantenerse unido, aunque la pieza esté completamente volteada; siempre
y cuando, esté libre de impurezas.

Cuando la pieza de PDMS es colocada sobre la superficie de PS, el microcanal pasa a estar en
contacto con la superficie y forma un microtinel (figura 3.3 (G) y figura 3.3 (H)).
La ventaja de crear una matriz polimérica con 40 pares de pozos, es que se puede utilizar

como una sola unidad o ser dividida en varias unidades pequefias tanto de 1 par de pozos como

de 6 pares de pozos (figura 3.15).
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Figura 3.15 Fotografia de 1 par de pozos y 6 pares de pozos. Estos bloques son formas alternativas en que
puede ser cortada la matriz de PDMS. En una placa de Petri de 35 mm de didmetro cabe un bloque de silicona de 1
par de pozos (no se muestra en la imagen) y en una placa de Petri de 60 mm de didmetro cabe un bloque con 6 pares

de pozos.

Figura 3.16 Union de dos piezas de PS. Esta imagen (magnificacién 10X) muestra el microcanal y los 2 pozos
unidos a través de la técnica de bonding (temperatura y presion). Lucifer Yellow es aplicado para verificar el estado
del ensamble de las piezas poliméricas y del microcanal. En esta imagen se puede apreciar que el microtinel se
encuentra completamente libre, de lo contrario la iluminacién seria solo parcial por una parte del microcanal.
También se puede observar la existencia de una burbuja de aire y de una pequefia ranura en la parte superior del
microcanal, que debi6 formarse durante el proceso de ensamble; pero estos elementos no afectan a nuestro sistema,

porque estdn afuera del drea de nuestro interés.

3.4.4 Moldes alternativos
Existen otros tipos de moldes creados para la técnica de elastomer casting, cuyos resultados
para reproducir piezas poliméricas son limitados. Pero se considera importante dar a conocer

estos moldes, para demostrar que se ha escogido el mejor molde y se podrén ver en el Anexo D.
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Figura 3.17 Dispositivo PDMS sobre PS con Lucifer Yellow. La pieza de PDMS estd sobre una superficie
de PS y se le ha incorporado agua destilada con Lucifer Yellow. En esta imagen se observa con claridad como el

microcanal se comunica de manera nitida de un pozo al otro pozo.

3.4.5 Caracterizacion de los dispositivos polimérico
3.4.5.1 Piezas creadas por hot embossing
Se emplea Lucifer Yellow como material fluorescente para rellenar los pozos y el microcanal y,
de manera Optica, corroborar que las piezas poliméricas estén perfectamente unidas (figura 3.16)

sin que el microcanal esté bloqueado.

3.4.5.2 Piezas creadas por la técnica de elastomer casting
La verificacién de la ausencia de fugas en la unién entre la pieza de PDMS y la placa de
poliestireno se puede realizar de manera visual llenando la pieza con Lucifer Yellow diluido en
agua destilada (figura 3.17). La fluorescencia se emite con mayor intensidad solo en las regiones

por donde pasa el liquido.

3.5 Conclusiones

Las conclusiones obtenidas son:

1) Mascara.- El proceso de fotolitografia se realiza con éxito al utilizar una hoja de acetato
como madscara. La presencia de motas microscOpicas sobre su superficie no alteran los
resultados.

2) Master.- Los mejores resultados, en orden de calidad descendente, para la creacién de
microestructuras y adherencia al sustrato en la fabricaciéon del master son fotorresina SU-8,
fotorresina SPR 220 y la fotorresina AZ 9260; respectivamente.

3) Fotolitografia.- El ancho de las lineas impresas en la médscara mide entre 16 y 17 pm; sin
embargo, los valores de las pistas de SU-8 sobre el sustrato de vidrio, tienen un valor

superior a las 20 um; esto indica que los rayos UV se proyectaron con un angulo obtuso y
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4)

5)

6)

7

no de manera perpendicular, como deberia ser, debido, seguramente al poco tiempo de vida
que le queda al equipo.
Electrodeposicion.-Los resultados de electrodeposicién son limitados y no pueden ser
utilizados. En el laboratorio del PCB, la electrodeposiciéon de pistas de niquel sobre
sustratos de niquel dan como respuesta pistas con una morfologia homogénea, pero con una
adherencia pobre al sustrato; en cambio, los resultados que se obtienen en el “Laboratorio
de electrodeposicién y corrosidon” son pistas fuertemente adheridas al sustrato, pero con
irregularidades en sus morfologias.

Un excelente proceso de electrodeposicién (pista con forma homogénea y buena
adherencia) se lograria si se empleara la misma composicion electrolitica que utiliza el

“Laboratorio de electrodeposicion y corrosién”, pero con la misma densidad de corriente
empleada en el laboratorio del PCB (valores entre los 10 y 20 :n—t).

Realizar la modificacién antes mencionada, podria ayudar a crear un madster metalico
con pistas homogéneas, fuertemente adheridas al sustrato, para utilizarse en la fabricacion
de piezas poliméricas, sobre todo para el proceso de inyeccidn de molde.

Ensamble de materiales.- La mejor técnica para unir piezas de plastico y conservar las
caracteristicas del microcanal intactas es unir por medio de temperatura y presion (bonding).
Cualquier otro tipo de técnica puede provocar una falsa unién entre las partes o una
obstruccidn parcial o total en el microcanal.

Elastomer casting.- La mejor manera para producir un nimero reducido de piezas de
manera sencilla y facil, es mediante la técnica de elastomer casting. La eficiencia en el
tiempo de fabricacién es mayor al producir una pieza grande (matriz de 40 pares de pozos)
de silicona y posteriormente cortarla en partes mas pequefias.

La silicona Sylgard 184 facilita la inspeccién Sptica de los cultivos en el microcanal;
ademds, sus otras propiedades como alta resistividad eléctrica, dureza de 50 Shore A y
biocompatibilidad, lo hacen el material idéneo para la creacion de piezas poliméricas para la
contencién de cultivos neuronales y registro de la AEN. La silicona MDX4-4210 no es
apropiada para realizar cultivos, porque su nivel de dureza (30 Shore A) no le permite ser
manipulada con facilidad, ademds de que su color dificulta la inspeccién fisica dentro del
microcanal.

Fabricacion de piezas.- El tipo de molde mas adecuado como madster, es un sustrato de
vidrio con pistas de SU-8. La tecnologia de elastomer casting es la mas apropiada para

generar piezas poliméricas y poder hacer investigacion in vitro.
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8) Comprobacion del estado de las piezas poliméricas.- La fluorescencia del Lucifer Yellow es
una herramienta que auxilia para confirmar las optimas condiciones de ensamble entre las
piezas poliméricas fabricadas.

9) Moldes alternativos.- Los moldes hechos con resina MMA o resina epoxi no muestran
resultados ventajosos como los que se obtienen con el molde cuya base es de vidrio y pistas
son de SU-8; por lo cual, son descartados dentro del proceso de fabricacién por considerarse
poco practicos para su utilizacion.

10) Resumen.- En esta tesis, la técnica mas apropiada para crear un madster (para una cantidad
de decenas de piezas) es usar un sustrato de vidrio con pistas de SU-8, para posteriormente

usar la técnica de elastomer casting para crear los dispositivos poliméricos.
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Capitulo 4: Procesamiento de datos de la actividad eléctrica
neuronal

El presente capitulo aborda el estado del arte sobre el procesamiento de datos de la AEN. Serd
posteriormente, en el capitulo 5, donde se utilizardn las técnicas que se describirdn para el

andlisis de los registros obtenidos con el dispositivo polimérico.

4.1 Introduccion

Usualmente, la etapa del procesamiento de datos consiste primero en filtrar la informacion,
haciéndola pasar por un filtro digital pasabanda para reducir ruido y posibles interferencias de
50 Hz o altas frecuencias [Drongelen, 2007]; posteriormente se utiliza un listén (threshold)
como referencia, para que las sefiales con cierta amplitud, sean consideradas como PA; luego

estos PA son agrupados en base a la similitud de sus formas (spike sorting).

4.1.1 Concepto de Potencial de Accion (PA)
La comunicacién entre neuronas se realiza mediante corrientes eléctricas que atraviesan su
cuerpo cuando modifican su potencial de membrana [Izhikevich, 2007]. Este tipo de sefial se
denomina “Potencial de Accién” (PA) o “spike”. Un PA tiene una duracién de 1 ms a S ms y su
amplitud es de hasta 100 mV registrados intracelularmente o del orden de microVoltios cuando

se registra extracelularmente.

4.1.2 Los bursts
Un burst es la fase donde una neurona o grupo de neuronas disparan multiples PA de manera
consecutiva [Izhikevich, 2006]. Existen diferentes tipos de bursts [Morin et al., 2005], acorde a
su duracién y repetitividad se clasifican en bursts de cola larga, burstiness y superbursts

[Wagenaar et al., 2005; Wagenaar et al., 2006].

4.2 Objetivos del capitulo
El presente capitulo tiene como objetivo investigar y seleccionar el procesamiento de datos
adecuado para procesar la informacién de la AEN y representar graficamente el nivel de AEN

de un cultivo neuronal.
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4.3 Registro de senales eléctricas
El registro de cualquier tipo de sefial bioldgica, quimica, eléctrica o fisica, consiste en
amplificar la sefial eléctrica [Silberberg et al., 2004], antes de ser grabadas (proceso de
digitalizacién), para utilizar todo el rango dindmico del convertidor analdgico-digital y
aprovechar al maximo posible el valor de la sefial [Bacci et al., 2002; Atzori et al., 2004].

Las caracteristicas que son consideradas para analizar los registros de las AEN son:
frecuencia de disparo, tiempo de duracion, amplitud de la sefial y forma de onda [Hok et al.,

2007].

4.3.1 Caracteristicas del muestreo
Un PA tiene una duracién minima de 1 ms, por lo tanto la frecuencia minima de muestreo para
registrar la AEN, debe ser de 2.000 muestras por segundo (2 kHz), para satisfacer el teorema de
Nyquist [Drongelen, 2007].
Las frecuencias tipicas de muestreo para las sefiales de AEN son 20 kHz [Bacci et al., 2002],
22,2 kHz [Pelt et al., 2004], 25 kHz [Rolston et al., 2007], 32 kHz [Hok et al., 2007] y hasta de
50 kHz [Dworak & Wheeler, 2009].

4.3.2 Tipos de filtros
Con frecuencia se utilizan filtros digitales recursivos tipo Butterworth [Atzori et al., 2004;
Drongelen, 2007] pasabanda con frecuencias de corte entre 100 Hz y 10 kHz. Por ejemplo,
Wagennar et al., utilizaron 100 Hz y 3 kHz [Wagenaar et al., 2005], mientras que Pelt et al.,
usaron 250 Hz y 5 kHz [Pelt et al., 2004]. En el extremo superior de la banda, Hok et al., fijaron
los cortes en 300 Hz y 10 kHz [Hok et al., 2007], mientras que Mori et al., lo hicieron en 5 kHz
y 10 kHz [Mori et al., 2007].

4.4 Procesamiento de datos
El procesamiento de datos tiene la funcién de determinar la frecuencia de disparo de los PA (o
de los bursts), determinar su duracién [Morin et al., 2005], determinar el porcentaje de PA

dentro de los bursts y caracterizar su forma de onda [Johnstone et al., 2010].

4.4.1 Modelado de Poisson en la AEN
Predecir el comportamiento de una serie de disparos neuronales se puede conseguir con la
probabilidad de distribuciéon de Lévy [Morin et al., 2005], al utilizar el modelo de Poisson

[Drongelen, 2007]. En este caso se considera que cada generacién de PA es independiente del
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resto; pero que dependen de la frecuencia de disparo instantdneo, lo cual puede ser aplicado
incluso para describir un burst [Dayan & Abbott, 2001].

La hipétesis de Poisson para modelar el comportamiento de la AEN no se considera
completamente factible [Amarasingham et al., 2006]. No se puede determinar la frecuencia de
disparos con una limitada cantidad de datos en un nimero finito de series de disparos [Dayan &

Abbott, 2001].

4.4.2 Deteccion automatica de PA
La manera mds practica de procesar la informacion es a través de la deteccion automatica de PA
o técnica de “spike sorting”, la cual consiste en identificar al nimero de neuronas participantes
en los registros, gracias a diferencias entre la forma de los PA extracelulares generados por
diferentes células, y asignar a cada una de estas neuronas la sefial identificada [Brown et al.,
2004; Oweiss, 2010].

Solo se puede obtener informacion titil si se realiza correctamente la deteccidon de sefiales
neuronales (como un algoritmo de aislamiento de PA [Buzsdki, 2004]) y si son agrupadas,
adecuadamente, en base a sus formas de onda [Lewicki, 1998; Mtetwa & Smith, 2006].

Los métodos de deteccidn automatica de PA se clasifica en dos categorias [Mtetwa & Smith,
2006]:

1. Los que comparan la sefial con una forma previamente grabada para encontrar a sus
semejantes [Salganicoff et al., 1998; Hok et al., 2007], estas formas pueden
representar las condiciones de cierto tipo de experimentos, como las sefiales de
control, las sefiales bajo algin tipo de droga y las sefiales después de un lavado
[Dworak & Wheeler, 2009].

2. Los que marcan un listébn de corte para buscar un evento que lo sobrepase
[Drongelen, 2007], puede ser por amplitud [Bergman & DelLong, 1992], por el valor
de energia [Kim & Kim, 2000], por los coeficientes de transformada [Nenadic &
Burdick, 2005] o por la primera derivada de la sefial [Mukhopadhyay & Ray, 1998].
El valor asignado al listén de corte puede ser de 4,25 veces [Wagenaar et al., 2005],
4.5 veces [Wagenaar et al., 2006; Rolston et al., 2007], 6 veces [Dworak & Wheeler,
2009] o incluso de hasta 8 veces el valor estimado RMS del ruido [Shahaf & Marom,
2001].

La mayoria de las técnicas de andlisis utilizan parejas de neuronas como: cross-correlogram
[Dworak & Wheeler, 2009], cross-correlation [Silberberg et al., 2004], cross-intesity function,
histogramas de tiempo peri-estimulados (PSTH) [Shadlen & Newsome, 1998], método

likelihood y métodos en base al dominio de la frecuencia.

49



Las técnicas que no utilizan parejas de neuronas son: método de clasificacién por forma de
onda del PA, método de acierto grafico, estimacion parcial coherente y decodificacién de las
series de la AEN [Brown et al., 2004].

Sin embargo, el proceso de deteccioén de PA y los algoritmos de ordenacién y clasificacién
no son atin perfectos [Joshua et al., 2007], consumen tiempo y llegan a ser subjetivos [Buzsaki,
2004].

Por otra parte, las neuronas no siempre generan PA con una forma y amplitud caracteristica
[Mtetwa & Smith, 2006] y los problemas de deteccion de PA se amplifican cuando las neuronas
disparan en forma de bursts [Shahaf & Marom, 2001] o cuando multiples neuronas disparan

bursts de manera simultidnea [Lewicki, 1998].

4.5 Software para el procesamiento de datos
El software utilizado por los investigadores para el procesamiento de datos se clasifica en:

1. Software de desarrollo. Permite a los investigadores disefiar su propio algoritmo sin
tener que ser expertos en el hardware de adquisicion de datos [Bacci et al., 2002]
como “LabVIEW” o “Matlab” [Drongelen, 2007; Rolston et al., 2007; Srinivas et al.,
2007].

2. Paquete de software. Proporciona una adquisicion y andlisis de datos sofisticados,
pero el wusuario solo puede hacer limitadas modificaciones; aun asi, son
extremadamente populares por su facilidad de uso [The Axon Guide, 2008].

Algunos de los paquetes de software que se pueden encontrar en el mercado son:

e  JGOR Pro.- Software para realizar graficas cientificas, procesar datos e imagenes
[Silberberg et al., 2004], y es programable. Se puede hacer andlisis de patrones para
verificar acciones (eventos) de corriente y agruparlos en intervalos de un minuto,
para después ser graficados e identificar los cambios graduales en los patrones de
disparo a lo largo del tiempo [Nunemaker et al., 2003]. Este producto tiene en el
mercado desde 1989.

o  pCLAMP.- Software para adquirir grabaciones electrofisioldgicas y monitorear las
sefiales. También se utiliza para hacer procesamiento y andlisis de datos [Bacci et
al., 2002; Marrero & Lemos, 2003]; los resultados pueden complementarse con el
uso del test ANOVA en conjunto con Bonferroni’s Multiple Test Comparasion

[Gomes et al., 2008].
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ORIGIN.- Software con un gran potencial de trabajo, ya que importa datos (incluso
de “Matlab”) y los analiza. Tiene poder para hacer analisis estadistico donde
incluye ANOVA.

CLAMPLEX .- Software para la adquisicion de datos de electrofisiologia [Mori et
al., 2007].

Clampfit.- Software que recibe la informacioén de “CLAMPLEX” para hacer andlisis
y graficar los de datos [Dworak & Wheeler, 2009].

Neuroexplorer (Nex technologies).- Software que posee un lenguaje tipo “script”,
analiza y procesa los datos de la AEN [Shafer et al., 2008; Dworak & Wheeler,
2009; Johnstone et al., 2010].

Axoclamp .- Sistema amplificador que aumenta el valor de la sefial para la grabacién
de AEN electrofisioldgica. Los datos que se obtienen pueden ser analizados después
con otro tipo de software como “Matlab” [Gillis et al., 2006].

MEABENCH.- Software que interacciona con la tarjeta de adquisicién de datos y

andlisis en linea [Wagenaar et al., 2005].

4.6 Criterios para el procesamiento de datos de nuestro dispositivo

polimérico
4.6.1 Caracteristicas de la AEN

El dispositivo polimérico propuesto en esta tesis, registra las sefiales de las neuritas que se

encuentran dentro del microcanal, estas sefiales pueden provenir tanto de una neurona como de

un grupo de neuronas.

Los registros de las sefiales eléctricas neuronales contienen sefiales de origen biol6gico

combinado con contribuciones de varias fuentes de ruido e interferencia.

Las senales de origen biolégico en un registro tipico pueden ser:

Los PA producidos por los cambios de voltaje en una neurona (figura 4.1).
Las rafagas de PA conocidos como bursts (figura 4.2).

Los potenciales de campo “field potential” (figura 4.3).
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Figura 4.1 Potencial de accion. Grifica de un PA reproducida de un registro mediante el software “Aleria E2
soft”. El eje vertical representa el valor de la amplitud en microVoltios. El eje horizontal representa la linea de tiempo

en “horas:minutos:segundo:milisegundos”. En esta imagen el PA tiene una duracién de 5 ms.
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Figura 4.2 Bursts. Grifica de un burst, reproducido de un registro mediante el software “Aleria E2 soft”. En esta

imagen, el burst tiene una duracion de 1 s.
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Figura 4.3 Potenciales de campo. Grifica de potenciales de campo reproducidos de un registro mediante el
software “*Aleria E2 soft”. En este caso se pueden apreciar 3 potenciales de campo acompaifiados de unos cuantos PA.

En esta imagen cada potencial de campo dura 1 s aproximadamente.
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Los tipos de sefiales que acompafian y contaminan la informacién dentro de los registros de
la AEN, se identifican como ruido [Drongelen, 2007; Scanziani & Hiusser, 2009] y los mas
caracteristicos son:

e Ruido ambiental de alta amplitud (figura 4.4).

¢ Interferencia de 50 Hz con amplitud superior a los 200 uV.

e Seifial de ruido producida por movimiento mecanico y de alta amplitud.

e Ruido producido por el artefacto, esto es, provocado por la electrénica del
amplificador cuando no hay un buen contacto entre los electrodos y el medio de

cultivo o por cuestiones de humedad excesiva (figura 4.5).
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Figura 4.4 Ruido ambiental de alta amplitud. Seiiales de ruido ambiental reproducidas de un registro mediante

el software “Aleria E2 soft”.
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Figura 4.5 Ruido del artefacto. Seiiales de ruido de artefacto reproducidas de un registro mediante el software

“Aleria E2 soft”. En este caso en especifico, las sefales saturan el sistema.
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¢ Ruido térmico o de Johnson-Nyquist de nuestro dispositivo es de 0,585 uV. Este
valor se calcula con la férmula:

V2= 4KTRB

K = Constante de Boltzman 1,3806504%10% %

T = La temperatura del cultivo neuronal (grados Kelvin) 310 K
R = Laresistencia del microcanal es aproximadamente de 20 MQ
Si trabajamos con el amplificador “Aleria E2 drive”, que trabaja con un ancho de banda de

0,8 H a 3,9kHz. Entonces:
V.2= 4 (1,3806504*%107 ]E) (310 K) (20 MQ) (3899,2 Hz)

V,, (rms) = 36,53 uV
Si trabajamos con el “Amplificador Multichannel Systems: MEA 1060 Amplifiers Inv.BC

Standard”, que trabaja con un ancho de banda de 10 Hz a 3 kHz. Entonces:
V.2= 4 (1,3806504*%10° %) (310 K) (20 MQ) (2990 Hz)

V, (rms) = 31,99 uV
Estos célculos sirven para conocer el valor del ruido térmico en el microcanal y, en base a

ello, considerar un valor superior para seleccionar el liston de corte en el conteo de PA.

4.6.2 Parametros para el desarrollo del algoritmo
Una vez identificados los tipos de sefiales y ruidos que se pueden encontrar dentro de un
registro de datos, es importante analizar las ventajas y desventajas de un determinado tipo de
algoritmo que cuantifique la AEN, tomando en consideracién 1) los PA, 2) los bursts y 3) los
potenciales de campo.
A).- Si se utiliza un algoritmo que cuantifique los PA individuales, entonces:
1. Se contarian todos los PA individuales.
2. Como los bursts son un conjunto de PA, podrian ser contados los PA de manera
individual dentro del grupo.
3. No se tomaria en consideracién los potenciales de campo, porque tienen un tiempo de
duracién mayor a un PA.
B).- Si se desea cuantificar los bursts, entonces:
1. Los PA individuales no serian considerados.
2. Para contar los bursts se tendria que definir la cantidad minima y distancia minima
entre los PA.

3. Los potenciales de campo no serian considerados.
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C).- Si se utiliza un algoritmo que cuantifica los potenciales de campo, entonces:

1. Los PA no serian tomados en cuenta.

2. Los bursts no serfan tomados en cuenta.

3. Tendriamos el problema de que no todos los cultivos presentan potenciales de campo,
ademads de que cada potencial de campo presenta diferentes amplitudes y tiempos de
duracién a lo largo del tiempo.

D).- Si se utiliza un algoritmo que cuantifica los intervalos de no actividad entre los PA,
entonces:

1. Los PA serfan tomados en cuenta.

2. Los bursts serfan tomados en cuenta.

3. Los potenciales de campo no serian considerados.

De lo anterior, se puede concluir que las opciones A) y D) toman en consideraciéon mas
parametros de la AEN. La presente tesis prefiere trabajar con la opcién A) “conteo de PA”, por
la simplicidad y sencillez del proceso; también, se trabaja un poco con la opcién B) “conteo de
bursts”; pero solo para obtener informacién complementaria.

Para la lectura y analisis de los registros se aplica un filtro digital pasa altas, para eliminar las
sefiales de ruido (componentes sefial de baja frecuencia), descritas anteriormente: interferencias
de 50 Hz, ruidos mecénicos, ruidos de artefacto, ruidos eléctricos y, como caso particular,
eliminar los potenciales de campo.

No es necesario utilizar un filtro pasabanda porque no se necesitan eliminar las sefiales de
ruido de alta frecuenta, ya que este tipo de sefiales poseen una amplitud relativamente baja en

comparacion a la forma de onda de las sefiales neuronales.

4.7 Evaluacion de datos
El dispositivo polimérico propuesto para esta tesis facilita el registro de la AEN de las neuritas
que crecen dentro de un microcanal [Morales et al., 2008].

La cantidad de neuritas que se introducen dentro del microcanal del dispositivo polimérico,
asi como la amplitud de sus PA, son variables para cada cultivo y, en ocasiones, con respecto al
tiempo transcurrido.

El procesamiento de datos de la AEN que se prefiere utilizar, es el que cuantifica la cantidad
de PA que sobrepasa un listén, previamente predefinido. Los resultados presentan de manera
numérica y gréfica la cantidad PA por unidad de tiempo (minuto) y en casos particulares, el

valor de la amplitud de los PA por unidad de tiempo.
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4.7.1 Tipos de registros
Dos tipos de registros se han obtenido mediante dos dispositivos poliméricos prototipo:

Registros simultaneos de 40 cultivos.- La sefial de la AEN es recogida de la matriz con 40
microcanales, por medio de electrodos de plata sumergidos en cada pozo; la sefal es
amplificada por el amplificador de “Multichannel Systems”.

Los valores de la AEN se registran dentro del ordenador con el apoyo del software
“Labview” bajo una frecuencia de 10.000 muestras por segundo. Los datos se almacenan en
archivos que contienen 40 segundos de grabacién (cada archivo).

Registros simultianeos de 6 cultivos 0 menos.- La AEN se recoge de una matriz con 6
microcanales, a través de los electrodos sumergidos en los pozos; la sefial aumenta su valor con
el amplificador “Aleria E2 drive”.

Los valores son registrados dentro de un ordenador con ayuda del software “Aleria E2 soft”,
utilizando una frecuencia de 10.000 muestras por segundo. Cada archivo que se genera contiene
15 min de grabacidn.

El software utilizado, para el procesamiento de datos de las sefales es:

e “Matlab” para cuantificar los PA y graficar de los resultados.

e “Aleria E2 soft” para cuantificar la cantidad de bursts.

4.7.2 Caracteristicas del algoritmo para la cuantificacion de PA
Los parametros que se consideran para crear un algoritmo que se ejecute como rutina en
“Matlab” para la deteccién y conteo de PA son: liston de corte, tiempo maximo sobre el liston,
tiempo minimo sobre el liston [Hok et al., 2007] y frecuencia de corte del filtro pasa altas.

Para procesar la informacién, el valor de las sefales de los registros se convierte a valores
absolutos, para cuantificar la fase positiva y negativa de los PA.

A continuacion se muestra la evaluacion de los parametros para validar que la sefial eléctrica
es un PA:

Liston de corte.- Se define como el umbral (valor minimo en microVoltios) a partir del cual
una sefial se considera como un PA. La evaluacién del listén de corte consiste en tomar 16
posibles valores para el umbral, los cuales son de 50 pV, 60 pV, 70 pV, 80 pV, 90 pV, 100 puV,
110 uV, 120 uV, 130 uV, 140 uV, 150 Vv, 160 pV, 170 pV, 180 uV, 190 uV y 200 pV.

Duracién maxima.- Es el tiempo méximo que la sefial es mayor, o de igual valor, al listén
de corte. Debido a que la maxima duracién de un PA es de 5 ms, 9 valores se evaldan: 1,0 ms,

1,5 ms, 2,0 ms, 2,5 ms, 3,0 ms, 3,5 ms, 4,0 ms, 4,5 ms y 5,0 ms.
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Duracién minima.- Es el tiempo minimo que la sefial es mayor, o de igual valor, al listén de
corte. Son 5 los valores para evaluar: 0,0 ms, 0,1 ms, 0,2 ms, 0,3 ms y 0,4 ms.

Frecuencia de corte del filtro pasa alta.- Es la frecuencia que el filtro usa para eliminar las
sefiales de baja frecuencia. El tipo de filtro a utilizar es filtro digital IIR Butterworth de segundo
orden. La frecuencia minima que tiene un PA es aproximadamente de 200 Hz, por lo que se
evaldan 6 valores para la frecuencia de corte del filtro: 0,015 Hz, 0,15 Hz, 1,5 Hz, 15 Hz, 150
Hz y 1.500 Hz.

Al multiplicar los 16 valores del liston de corte, por los 9 valores de los tiempos de duracién
maéxima, por los 5 valores de los tiempos de duraciéon minima, por los 6 valores de la frecuencia
de corte, da un total de 4320 combinaciones de valores paramétricos que pueden ser

considerados para procesar los registros y contar a los PA.

4.8 Resultados

Se utilizan los registros de 4 diferentes cultivos para evaluar el algoritmo (en forma de rutina de
“Matlab”) y para encontrar la mejor combinacién en los valores paramétricos para la
cuantificacién de la AEN.

La frecuencia de corte del filtro se determina al eliminar la posible frecuencia de 50 Hz
(linea de voltaje) y su tercera arménica de 150 Hz. Algunos de los valores paramétricos se
descartan manualmente, al identificar PA falsos positivos y PA falsos negativos. La seleccion
del resto de los valores paramétricos se basa en los que presentan menos variacién al cuantificar
la AEN por minuto.

Por lo tanto, los parametros ptimos para el conteo de PA en los registros de los dispositivos
poliméricos son:

¢ Frecuencia de corte = 150 Hz.

e Margen inferior = 0 ms.

e Margen superior = 2,5 ms.

e Liston de corte (threshold) = 170 pV.

Esto quiere decir que el algoritmo éptimo para el procesamiento de datos debe de consistir
en una rutina que aplica un filtro pasa altas, con una frecuencia de corte de 150 Hz, que cuente a
todas aquellas sefales que valgan o sobrepasan el umbral de 170 uV y que tengan una duracién

menor a 2,5 ms.
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Figura 4.6 Spikes por minutos. Grifica que muestra la cantidad de PA por minuto de en un cultivo neuronal
tipico. El eje horizontal representa la escala del tiempo en minutos y el eje vertical representa la cantidad de PA que

el cultivo neuronal dispara. La variacién de la AEN en un cultivo va del 30% al 50%.

4.8.1 Conteos de PA por unidad tiempo
Al seleccionar un minuto como unidad de tiempo para el conteo de PA, la AEN se puede

representar graficamente en la figura 4.6.

4.8.2 Representacion grafica de la AEN
La gréfica de la figura 4.6 muestra como es la AEN de un cultivo, la cantidad de PA es indicada
por unidad de tiempo (un minuto); pero no el valor de sus amplitudes. Al tomar como referencia
la representacién en colores de los histogramas para la comparaciéon de la AEN entre dos
neuronas [Hok et al., 2007], se ha realizado otras graficas de la AEN que utilicen colores para
indicar la amplitud de los PA detectados (figura 4.8).

Las graficas de colores son una representacion de la AEN en base a PA por minuto, donde la
amplitud de la sefial se ve reflejada por el tipo de color que lo conforma; este tipo de
informacién ayuda a interpretar si el cambio de AEN en un registro, con respecto al tiempo, es
debido a un aumento de AEN en las neuronas o es debido a que una nueva neurita se incorpora
en el microcanal.

En la figura 4.7 se aprecia un aumento de AEN; se puede suponer que las neuronas

empezaron a disparar con mayor frecuencia.
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Figura 4.7 Aumento espontaneo en la AEN. Grifica que muestra un aumento de AEN con respecto al tiempo.

El eje horizontal representa la escala en minutos y el eje vertical el valor de la cantidad de PA.
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Figura 4.8 Grafica con colores que indica la amplitud de los PA. Esta grifica muestra una versién
diferente a la de la figura 4.7, a pesar de ser los mismos datos; aqui se indica la amplitud de los PA por minuto. El eje
horizontal representa la escala en el dominio del tiempo en minutos, el eje vertical representa la escala de la amplitud

de los PA, la barra de colores a la derecha muestra la frecuencia de disparo de los PA.
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Sin embargo, si se analizan las amplitudes de los PA (figura 4.8), se aprecia que una nueva
fuente empieza a disparar dentro del microcanal; esto es posible si una neurita, o varias neuritas
se introducen dentro del microcanal, o debido a que la neurita ya se encontraba en el
microcanal, pero la conexién inhibitoria de una neurona dejé de influenciar sobre ella.

La figura 4.8 muestra que la amplitud y la cantidad de PA cambian con respecto al tiempo.
De esta manera se confirma, que un algoritmo basado en el seguimiento de forma de onda en
base a un patrén solo da informacién limitada.

Otros ejemplos de los cambios en las amplitudes de los PA se pueden apreciar en las figuras
4.9 y 4.10; donde al minuto 120 el cultivo se somete a un lavado extracelular y la AEN se
reduce por varios minutos, después el cultivo se mantiene a temperatura ambiente (25 °C) y la
AEN se mantiene estable; alrededor del minuto 500 se da un aumento de temperatura (37 °C) y
la AEN se incrementa.

Un detalle a destacar, es que cuando existen muchas neuritas dentro de un microcanal se

dificulta analizar los PA por amplitud, debido a la abundancia de sefiales.
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Figura 4.9 Conteo de PA por minuto. La AEN se interrumpe en el minuto 120 por un lavado de medio
extracelular. El registro de la AEN se realiza bajo una temperatura de 25 °C y aumenta en el minuto 500 por un

aumento de temperatura a 37 °C.
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Figura 4.10 Grafica con las amplitudes de los PA. Representacién gréfica de las amplitudes de los PA de la
AEN mostrada en la figura 4.9.

4.8.3 Conteo de bursts
Analisis de bursts (E2 software).- El software “Aleria E2 soft” cuenta con la opcién para
cuantificar la cantidad de bursts que aparecen en los registros. Antes de hacer cualquier conteo,
la sefial es filtrada por un filtro digital IIR Butterworth pasa altas de segundo orden, con una
frecuencia de corte de 150 Hz.

Un bursts se predefine como un periodo de tiempo de 40 ms, donde al menos 5 PA disparan.
Sin embargo, existen cultivos que no tienen AEN tipo bursts, por lo cual no siempre se puede
usar este tipo de herramienta.

Los resultados obtenidos, en ocasiones, suelen diferir con el conteo de PA. Por lo tanto, sélo

se usa esta opcion para tener informacion complementaria en el andlisis de la AEN.

4.9 Conclusiones y discusion

1) La investigacion neurocientifica suele procesar la AEN considerando la forma de onda de la
sefial; sin embargo, los cultivos neuronales tienden a presentar cambios de actividad y
cambios en la forma de onda de las sefiales; algunos de estos cambios no son justificables y
se dan a lo largo del tiempo, pero algunos otros de esos cambios si son justificables como
cuando ocurre alguna perturbacién fisica, al recibir un ligero golpe (al mover de lugar el
soporte de las células) u ocurre algin cambio quimico (como renovar el neurobasal, ya sea

por pipeteado o perfusion) [Abberger et al., 2006].
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

En esta tesis, se considera mds confiable el expresar la AEN de un registro, en base a la
cantidad de PA por unidad de tiempo sin importar la forma de onda, que el clasificar un PA
de acuerdo a su forma de onda.

El algoritmo propuesto para el conteo de PA, para esta tesis, tiene un liston de corte con
valor de 170 puV, cuando las sefiales lo sobrepasan, son consideradas PA, siempre y cuando
su duracién no sea mayor a 2,5 ms, Ademads, el algoritmo contiene una etapa de filtrado de
sefial (filtro pasa-altas de 150 Hz) para delimitar la sefial y garantizar que no existen falsos
positivos, provocados por interferencia de 50 Hz o ruidos mecanicos. Este algoritmo se
realiza en una rutina bajo el software de “Matlab”.

Se utiliza el software de “Matlab” como procesamiento de datos porque puede generar
rutinas automadticas para abrir y analizar los registros, graficar los resultados, calcular las
desviaciones estandar y guardar los valores obtenidos.

El algoritmo desarrollado en esta tesis garantiza que los resultados que se muestren de los
registros neuronales serdn solo de AEN y que si existieran falsos positivos, estos serian
numéricamente insignificantes en comparacion a la cantidad de verdaderos positivos.

Se prefiere trabajar con el software “Matlab” que con el software “Aleria E2 soft” porque
este ultimo esta limitado a seleccionar de manera manual a los archivos para la lectura de
sus registros y a editar manualmente los parametros para el conteo de spikes/bursts.

No todas las neuronas tienen AEN tipo bursts, como las del cerebelo, por lo cual el conteo
de bursts no resulta siempre util para el andlisis de datos.

El conteo de PA por minutos es una técnica que resulta ser util para el estudio y andlisis de
la AEN. Las graficas de colores que muestran el valor de la amplitud de los PA, dan
informacién complementaria del conteo de PA por minuto, como el entender si el aumento
de AEN que se produce dentro del microcanal es debido a un incremento de actividad por
parte de la misma neurona o a la introduccidn de una nueva neurita participante.

El algoritmo desarrollado para procesar los datos es utilizado en el capitulo 5 para el
estudio del comportamiento de los cultivos neuronales como control, del comportamiento
ante la presencia de diversas sustancias y del comportamiento después del lavado.

A pesar de los afios que han transcurrido en la investigacién neurocientifica, actualmente no
existe un algoritmo universal para el procesamiento de datos. Se ha hecho publica la
propuesta para utilizar un mismo algoritmo y unificar criterios (neuroshare.org); pero aun
asi, los investigadores prefieren usar sus propios algoritmos y software en base a sus

propios criterios.
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Capitulo 5: Registros de actividad eléctrica neuronal

En los capitulos anteriores se han descrito las técnicas empleadas en la fabricacién del
dispositivo polimérico para contener neuronas, confinar su crecimiento y registrar su AEN
(capitulo 2 y 3) [Morales et al., 2008]. También se ha presentado el estado del arte de los
métodos para poder analizar la AEN (capitulo 4).

El presente capitulo demuestra el uso del dispositivo polimérico, propuesto en esta tesis, para
el registro de la AEN, tanto espontidnea como estimulada farmacoldgicamente mediante
compuestos con accién excitatoria e inhibitoria. También se analiza cambios espontdneos o

inducidos, en la AEN.

5.1 Introduccién
Las pruebas de farmacologia (drug screening) utilizan como herramienta a los cultivos celulares
para la investigacién de los efectos de los farmacos [Ryan, 2008].

El dispositivo polimérico propuesto estd disefiado para poder utilizar diversos tipos de

farmacos a los cultivos y poder registrar su AEN.

5.1.1 Cultivos celulares de hipocampo
Los cultivos celulares, utilizados en la presente tesis, son neuronas de hipocampo que requieren

de 10 a 14 dias de desarrollo para poder obtener registros de AEN de ellas.

5.1.2 Factores que intervienen en el crecimiento celular
Las condiciones comunes que afectan el desarrollo de un cultivo celular son: fluctuaciones de
temperatura en la incubadora, uso de fungicida concentrados, falta de agua dentro de la

incubadora que garantice condiciones de humedad para el cultivo, incorrecta presiéon osmoética

en el medio (de 260 a 350 M) [Invitrogen] y tener un nivel distinto a 7,3 de pH para el
kg

cultivo celular [Potter & DeMarse, 2001].
De las causas mencionadas anteriormente, las que son mds comunes en la mortalidad celular
y por lo tanto, se debe tener mayor cuidado son:
e Hiperosmolalidad

Cuando se trabaja con cultivos neuronales en solucién salina es recomendable ajustar su

mOsmol

osmolaridad dentro del rango de 325 a 335 e [Kimura et al., 1997]. El ajuste de

osmolaridad se logra incorporando NaCl o H,O [Nunemaker et al., 2003].

63



Si el medio extracelular que se utiliza es neurobasal, la osmolaridad debe tener un valor

mOsmol

cercano a 290 + 10
kg

[Hammarstrom & Gage, 1998].

La evaporacidn del medio extracelular provoca cambios de osmolaridad, causando que su
valor se incremente y un aumento de AEN [Claverol-Tinturé, Ghirardi et al., 2005].

Cuando este incremento de osmolaridad excede de 50 mOsm (existe hiperosmolaridad),
entonces el medio se convierte en letal para las neuronas [Potter & DeMarse, 2001]; esta es
la causa tipica de muerte en los cultivos celulares [Morin et al., 2005].

La presencia de glia en alta densidad sobre el cultivo celular puede afectar el nivel
osmolaridad.

¢ Una infeccién en el cultivo

Una infeccién en el cultivo puede tener su origen en el molde empleado para contener a
las células, en agentes patdgenos aéreos existentes dentro de la incubadora, en trabajar con
los cultivos dentro de un ambiente no estéril o en pipetas que son introducidas dentro del

cultivo para el cambio de medio.

5.2 Objetivos del capitulo
Los objetivos del presente capitulo son:
1. Demostrar que el dispositivo polimérico puede registrar cambios de AEN al realizar
pruebas farmacoldgicas sobre cultivos neuronales.
2. Caracterizar y comparar las técnicas de perfusioén y pipeteo para renovar el medio
extracelular o para introducir farmacos en el medio extracelular del cultivo.
3. Determinar las condiciones apropiadas para registrar la AEN de los cultivos

neuronales para pruebas farmacoldgicas.

5.3 Materiales y Métodos
5.3.1 Farmacos y sus efectos

Se define como pruebas farmacoldgicas a las pruebas que consisten en incorporar diversas
concentraciones de farmacos dentro de uno o varios cultivos neuronales y registrar su respuesta.

Con la finalidad de demostrar el correcto funcionamiento del dispositivo polimérico, se
realizan diversas pruebas farmacoldgicas sobre el cultivo neuronal. Los farmacos utilizados en
esta tesis son:

Tetradotoxina (TTX).- Esta molécula es una neurotoxina que se encarga de bloquear los

canales de sodio dependientes de voltaje [Strowbridge, 1999; Keefer et al., 2001; Hartmann et
al., 2008].
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Acetilcolina.- Esta molécula excita a las neuronas inhibitorias en la neocorteza y el
hipocampo; ademads, incrementa la resistencia de la entrada de las neuronas en el hipocampo
[Valentino & Dingledine, 1981; Nakajima et al., 1986; Traub & Miles, 1991].

Pentilenotetrazol (PTZ).- Es un estimulador para el sistema circulatorio y respiratorio,
bloquea los receptores de GABA y provoca un incremento en la AEN [Huang et al., 2001;
Easter et al., 2007; Zavala-Tecuapetla & Lopez-Meraz, 2011].

Glutamato.- Es el neurotransmisor excitatorio mas abundante del sistema nervioso, el
cual ayuda a incrementar las concentraciones de GABA en las neuronas. Esta molécula estimula
los procesos sindpticos del hipocampo [Yang et al., 2002; Srinivas et al., 2007; Otsuka &
Kawaguchi, 2008].

Haloperidol.- Este farmaco es utilizado en medicina para controlar tics nerviosos,
desdrdenes psiquicos [Meyer-Massetti et al., 2010] y sobre todo para la esquizofrenia. Bloquea

los receptores de los neurotransmisores dopamina y serotonina.

5.3.2 Protocolos
Los cultivos celulares utilizados en esta tesis estdn constituido por neuronas disgregadas del
hipocampo [Keefer et al., 2001], extraidas de los embriones de ratén con 18 dias de gestacién
[Morales et al., 2008].
Los protocolos para diseccion, criopreservacion, preparacion de placas, y preparacion del

medio de cultivo neurobasal se encuentran en la seccion de Anexo E.

5.4 Resultados
El siguiente apartado muestra los resultados de la AEN al renovar el medio extracelular o al

cambiarlo por solucién salina, a través de pipeteo o a través de perfusion.
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S5s

Figura 5.1 PA espontaneos. La imagen muestra algunos PA registrados de un cultivo neuronal.
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5.4.1 Registro de la AEN
El registro de la AEN de los cultivos tiene lugar después de 10 a 14 dias de que las neuronas se
han desarrollo [Morales et al., 2008]. El registro se realiza en el dispositivo polimérico, por
medio de los electrodos (figura 2.4) que se encuentran sobre la tapa del dispositivo.

La tapa del dispositivo polimérico es una cubierta de metacrilato con un par de agujeros por
donde se introducen el par de electrodos. Los electrodos se sumergen en el medio extracelular y
se conectan a un amplificador de bajo ruido (“Multichannel Systems” o “Aleria E2 drive”) para
aumentar el valor de la sefial detectada (figura 5.1) a través del microcanal (ganancia x1000) y

ser grabada en un ordenador a través del software “Labview” o “Aleria E2 soft”.

5.4.2 AEN espontanea
Los registros de la AEN espontdnea de un cultivo neuronal se realizan con electrodos de plata,
bajo condiciones estériles, dentro de la incubadora a 37 °C y con 5% de CO,. Sin embargo, un
registro (de 24 horas) de AEN espontdnea, puede ser tener una variacién superior al 50%

(figura 5.2).
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Figura 5.2 AEN espontanea. La imagen, el eje horizontal muestra la AEN que tienen los cultivos neuronales a lo
largo del tiempo; el eje vertical indica la cantidad de PA. Este cultivo, en el minuto 223 presenta la mas baja actividad
de 114 PA y, en el minuto 576 presenta la mayor actividad de 564 PA. La barra de la derecha representa el valor

promedio (333,3 PA) de la AEN de la imagen izquierda, con su respectiva desviacion estandar (89,5).
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5.4.3 Sistema de pipeteo manual y sistema de perfusion
La renovacién de medio extracelular, la incorporacion de farmacos y el lavado de los cultivos
neuronales puede ser realizado por medio de dos métodos:

Sistema de pipeteo manual.- Una pipeta extrae cerca del 75% del medio extracelular del
compartimento neuronal (pozo) y con ayuda de otra pipeta se incorpora el medio extracelular
faltante, con la opcién de estar acompaifiado por algin farmaco, segin sea el caso.

Sistema de perfusion.- Una bomba peristéltica incorpora medio extracelular [Bacci et al.,
2002; Rambani et al., 2009] lo méas cercano posible al fondo del pozo sin tocar el medio
extracelular; mientras tanto otra pipeta, colocada cerca del borde del pozo, estd conectada al
sistema de vacio para extraer el medio extracelular excedente. La razén de cambio de medio
extracelular es de 2 veces por hora.

Es importante destacar, que el simple hecho de renovar el medio extracelular de un cultivo
neuronal, sin importar que sea por perfusién o pipeteo, produce un cambio temporal en el

comportamiento de su AEN (figura 5.3).
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Figura 5.3 Cambio de AEN. Esta imagen muestra la AEN de un cultivo neuronal; al principio la AEN es en forma
de bursts, donde grupos de neuronas disparan al mismo tiempo. En el minuto 720 y 840, al renovar el medio
extracelular (técnica de pipeteo), se trajo como consecuencia que las neuronas dejaran de disparar grupalmente

(bursts) y, empezaran a disparar de manera individual y con mayor frecuencia.
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Pipeteos con solucion salina
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Figura 5.4 Cambio de AEN al cambiar neurobasal por solucion salina. Respuesta obtenida al cambiar el
medio extracelular neurobasal por solucion salina (después de cada 5 min). El eje vertical indica el nimero de PA por
minuto. Las barras representan el promedio de la AEN por minuto (normalizada con respecto al promedio total),
también estdn acompafiadas con su desviacién estandar. El eje horizontal representa el tiempo que transcurre

(unidades en minutos).

5.4.4 Solucion salina y neurobasal como medio extracelular
El interés de cambiar el medio extracelular por solucién salina es para realizar pruebas
farmacoldgicas sin la necesidad de que el cultivo celular requiera 5% de CO, para mantener el
pH balanceado.

Sin embargo, cuando se realiza el cambio de medio neurobasal por solucién salina, se
observa que primero ocurre una disminucién en la AEN, luego le precede una etapa de aumento
en la AEN y por dltimo, continua con una etapa donde se estabiliza la frecuencia de disparo de
la AEN (figura 5.4).

Después de aproximadamente 25 min de haber cambiado el medio extracelular por solucién
salina, se reduce la variaciéon de AEN. Después de este tiempo es cuando se puede empezar a

considerar la AEN para estudiar los efectos de algtn tipo de farmaco sobre el cultivo neuronal.

5.5 Respuesta de la AEN bajo la aplicacion de diversos farmacos
Los resultados que se muestran a continuacién, son los efectos de la tetradotoxina, acetilcolina,
pentilenotetrazol, glutamato y haloperidol, en diversas concentraciones, sobre los cultivos
neuronales (sembrados dentro de las piezas poliméricas).

Los resultados son representados en graficas de barras con su respectiva desviacion estandar
(barras de error). Las graficas muestran el promedio de la AEN de diversos cultivos neuronales

antes, durante y después de incorporar el farmaco.

5.5.1 Tetradotoxina (TTX)
El TTX tiene un efecto inhibitorio, la AEN tiende a disminuir conforme se incorpora mayor
concentracién de farmaco, ya sea a través de pipeteo (figura 5.5) o a través del sistema de

perfusion (figura 5.6).
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Figura 5.5 Introduccion de TTX por pipeteo. Representacion del cambio de AEN ante diversas

concentraciones de TTX introducidas mediante pipeteo.

Tetrodotoxina

4 B TTX

3 H Control

Hadd.

0,01 nM 0,1 nM 10 nM 25 nM

Figura 5.6 Introduccion de TTX por bomba peristaltica. En esta grifica se muestra el cambio de AEN al

introducir TTX mediante un sistema de perfusién con bomba peristaltica.

5.5.2 Acetilcolina

La acetilcolina produce un efecto excitatorio en las neuronas del hipocampo (figura 5.7).

69
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Figura 5.7 Efecto de acetilcolina. Respuesta de las diversas concentraciones de acetilcolina sobre cultivos

neuronales (2).

5.5.3 Pentilenotetrazol (PTZ)
El farmaco PTZ produce un efecto excitatorio en la AEN; sin embargo, en altas
concentraciones, produce una saturacién en la actividad neuronal y posteriormente provoca una

reduccién de la AEN (figura 5.8).
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Figura 5.8 Efecto de pentilenotetrazol. Respuesta de la AEN que se obtiene del cultivo neuronal ante diferentes

concentraciones de PTZ.
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5.5.4 Glutamato
El glutamato tiene un efecto excitatorio, pero a concentraciones altas, ocurre algo similar como
con el farmaco PTZ (figura 5.9): el tiempo de disparo se reduce y le prosigue un periodo de

calma dando la impresién que las neuronas se inhiben en lugar de excitarse (figura 5.10).
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Figura 5.9 Efecto de glutamato. Respuesta de las diversas concentraciones de glutamato sobre los cultivos

neuronales.
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Figura 5.10 Efecto de 50 pM de glutamato. Imagen que muestra el efecto sobre el tiempo de la AEN bajo la

concentracién de 50 uM de glutamato.
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Figura 5.11 Efecto de haloperidol en las neuronas. El haloperidol crea un efecto inhibitorio sobre el cultivo

neuronal de manera inmediata. La reduccion de la AEN es irreversible.

5.5.5 Haloperidol
El farmaco haloperidol muestra efectos de mortalidad neuronal; ademads, en cuanto mayor sea la

concentracion, mayor es la disminucién de la AEN (figura 5.11) y es irreversible.

5.6 Discusion
Todas las pruebas son realizadas en neuronas sanas, con la finalidad de estudiar el efecto de los
farmacos en la AEN con objetividad.

Todos los datos, con la respuesta de los farmacos, son presentados en gréficas de barras:

concentracion del farmaco contra el nivel de AEN.

5.6.1 Caracteristicas de los electrodos
Una de las cuestiones claves en el registro de la AEN, es el tipo de electrodos que se utilizan. En
electrofisiologia, el electrodo tradicionalmente utilizado es el hilo de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl) [The Axon Guide, 2008].

La cubierta de AgCl sobre los electrodos de Ag facilita la transmutacién de la conduccion
iénica a electrénica reduciendo la capacitancia del electrodo en la interfase de la solucién y
mejora el registro de sefiales de bajas frecuencias [Drongelen, 2007]. Por otro lado, esto puede
propiciar ciertos errores (de artefacto) en los registros, sobre todo cuando no es uniforme la

cubierta de AgCl o no estd en la misma proporcidn en ambos electrodos.

72



Una alternativa es utilizar electrodos de platino (Pt), el cual es reversible y no se agota.
Aunque, el Pt reacciona con el medio extracelular sirviendo como catalizador en la electrolisis
del agua, esto podria producir gases de H, y O, y provocar cierto cambio en el nivel de pH [The
Axon Guide, 2008]

En esta tesis, para realizar registros de la AEN, se introducen un par de electrodos
constituidos solo de plata en el medio extracelular de cada cultivo.

Los electrodos pueden ser recubiertos por una capa de cloruro de plata, al sumergirlos en
hipoclorito sédico (lejia) por 10 min; pero entonces, los cultivos neuronales podrian morir al ser
expuestos a estos electrodos de manera prolongada (mds de 2 horas) como se muestra en la
figura 5.12. Este procedimiento es diferente al protocolo de clorificado por medio de
electrodeposicion, donde los hilos de plata son sumergidos en una solucién rica de cloro, para
hacerles pasar una corriente eléctrica (proceso de electrodeposicién) [Galbraith et al., 1995].

Lo que realmente ocurre cuando se sumergen los electrodos de plata en lejia es un efecto de
oxidacidén (que resulta téxico al cultivo celular), creando una capa de color entre gris negro, y no
un color morado gris oscuro [Galbraith et al., 1995], lo cual explica que las neuronas comiencen

a morir en exposiciones prolongadas.
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Figura 5.12 AEN con electrodos de plata “clorificados”. La grifica muestra la cantidad de PA (eje vertical)
por minuto (eje horizontal), de un cultivo neuronal al ser registrado por electrodos de plata con una cubierta de
cloruro de plata. La cubierta fue creada a través de la exposicion de los electrodos a lejia. En esta gréfica se puede

apreciar como la AEN va decayendo con forme transcurre el tiempo.
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Figura 5.13 AEN con electrodos de plata sin clorificar. Esta es la AEN registrada por 12 horas con

electrodos de plata sin clorificar. La AEN se mantiene con la misma variabilidad desde que comienza el registro hasta

que termina.

Una buena opcién, mientras no se quiera emplear la estimulacién eléctrica, es usar los
electrodos de plata sin clorificar y, al contrario de lo que se argumenta en The Axon Guide
(2008), se pueden hacer registros por un tiempo prolongado sobre el cultivo celular sin observar
algtin tipo de cambio provocado por envenenamiento de proteinas (figura 5.13).

Otro tipo de electrodos con los que se realizaron pruebas, fueron electrodos de fésforo de
bronce con una cubierta de bafio de oro. Debido a que su grosor (2,54 mm lado por lado) es
mayor que los electrodos de plata (0,4 mm de didmetro), los electrodos de fésforo de bronce
demuestran tener una menor sensibilidad a las vibraciones mecdnicas exteriores y poder
disminuir la presencia de ruido mecanico en los registros. Sin embargo, experimentalmente se
ha demostrado que los electrodos de fésforo de bronce tienen la desventaja de ser dafiinos para

el cultivo celular en exposiciones superiores a 60 min.

5.6.2 Sembrado en un solo pozo o en dos pozos
El dispositivo polimérico se encuentra constituido por un microcanal que comunica un par de
pozos, llenos de medio extracelular, cada pozo tiene sumergido un electrodo. El registro de la

AEN dentro del microcanal aprovecha las propiedades conductivas del medio extracelular.
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Pruebas comparativas entre el sembrado del cultivo neuronal en ambos pozos del dispositivo
y el sembrado del cultivo neuronal en un solo pozo del dispositivo, demuestran que el nivel de
AEN no varia. Pero, la ventaja de sembrar en un solo pozo, es reducir a la mitad el tiempo y
esfuerzo al renovar el medio extracelular y al aplicar farmacos.

Si se siembra el cultivo neuronal en un solo pozo del dispositivo, es recomendable que
coincida con el pozo donde se introduce el electrodo de referencia. Si la perfusion es realizada
en el pozo que contiene el electrodo de referencia, entonces las sefiales de ruido no serdn
registradas.

Otra ventaja de colocar el electrodo de referencia en el mismo pozo donde se siembra el
cultivo neuronal, es que la mayoria de la AEN registrada poseera fase positiva, esto facilitara el

procesamiento de sefiales, porque se podrd eliminar las sefiales de fase negativa.

5.6.3 Cambio del medio extracelular
Cuando se cambia el medio extracelular por nuevo medio extracelular con o sin algiin firmaco
incorporado, se produce un cambio en la AEN, y en la mayor parte de los casos, un aumento
temporal de disparos de PA.
Sin embargo, cada cultivo neuronal varia su AEN de manera distinta, debido a que cada
cultivo introduce un nimero particular de neuritas dentro microcanal y forma su red neuronal

particular.

5.6.4 Sistema de perfusion
Un sistema de perfusion tiene mejores ventajas que la técnica manual de pipeteo; ya que un
sistema de perfusiéon puede controlar mejor la cantidad de nutrientes y toxinas del medio
extracelular [Jennings et al., 2004; Abberger et al., 2006].

La aplicacién del sistema de perfusion debe ser continua (24 horas), asi el cultivo neuronal
se acostumbra al movimiento del medio y se garantizar que al introducir farmacos, los posibles
cambios que ocurran en la AEN sean por el efecto del farmaco mismo y no por las corrientes del
medio extracelular.

Uno de los problemas que se tiene al incorporar un farmaco de efecto temporal a través del
sistema de perfusion, es que el sistema puede ser tan lento que las neuronas reaccionen con la
incorporacion gradual del farmaco, y que cuando se termine de renovar el medio extracelular
con la concentracién correspondiente del farmaco, entonces las neuronas no reaccionen de la
misma manera a que si hubiera renovado el medio extracelular con la dosis del farmaco en un

instante.
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5.7 Conclusiones

1y

2)

3)

Los cambios de medio extracelular causan una alteracién en la AEN durante los primeros
20 a 25 min. Después de 30 min de haber aplicado solucién salina, se consideran los
resultados de los registros como informacién vélida para ser procesada.

Cuando se renueva el medio extracelular de un cultivo por nuevo medio extracelular, se
cuida que la temperatura y el nivel de CO, sea la misma para el nuevo medio; pero a pesar
de ello, existe una variacién en la AEN, la cual puede darse porque el nivel de osmolaridad
es diferente, ya que el viejo medio extracelular, dentro del cultivo neuronal, pudo haberse
parcialmente evaporado, y crear un aumento en osmolaridad o un cambio en el nivel de pH.
Otro de los factores que podrian afectar la AEN, es un efecto mecdnico producido por el
flujo de liquido al hacer el cambio de medio extracelular.

La forma més adecuada para cambiar el medio extracelular es a través de un sistema

continuo de perfusién que renueve el medio extracelular con una razén de dos veces por
hora; de esta forma, cuando se agregue algin farmaco (por perfusion), no existird ningin
cambio brusco ni por osmolaridad ni por temperatura, ya que el sistema de perfusion facilita
la extraccién e incorporacion de formacos de manera continua.
Los farmacos excitatorios, como el glutamato, aumentan (de manera temporal) la AEN y
posteriormente disminuye la AEN. El estudio de este tipo de AEN proporciona un reto para
analizar los datos, ya que entre mayor sea la concentracion de sustancias como el glutamato
y el PTZ, mayor serd el aumento de la AEN, pero mds corta seréd su duracion excitatoria.

Los resultados muestran el tiempo total de exposicién del farmaco sobre el cultivo
neuronal y no el tiempo donde el cultivo presenté mayor cambio de actividad, por lo que en
algunas ocasiones, da la impresion que los farmacos excitatorios actian como inhibitorios.

El haloperidol tiene un efecto inhibitorio e irreversible sobre la AEN; el PTZ y el TTX
tienen un efecto inhibitorio, pero solo de manera temporal, ya que la AEN regresa al lavar el
cultivo. Por otra parte, la acetilcolina tiene el efecto excitatorio esperado.

Sin embargo, es importante tener en consideracién que para el caso particular del
glutamato, concentraciones mayores a 20 pM resulta ser toxico para el cultivo neuronal
[Pérez, 2006].

Los resultados muestran que el clorificar los electrodos de plata por el método de
sumergirlos en “lejia” crea un efecto toxico sobre el cultivo neuronal para exposiciones

superiores a 2 horas.
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Capitulo 6: Conclusiones

La presente tesis introduce un nuevo disefio de dispositivo polimérico para registrar AEN

espontdnea y estimulada in vitro, bajo. Se muestra la metodologia para microfabricar la pieza

polimérica y el algoritmo desarrollado para procesar y analizar la informacién de los registros

neuronales.

6.1 Conclusiones generales

1y

2)

3)

4)

5)

6)

El dispositivo polimérico tiene potencial para convertirse en high-throughput screening.

La microfabricacién del dispositivo polimérico es de bajo coste en comparacién al resto

de los dispositivos electrofisiolégicos y MEA.

El dispositivo polimérico es un disefio hibrido. Eléctricamente es comparable a la
tecnologia loose-patch (la resistencia del sellado entre la neurona y la apertura del
microcanal es de varios megaohmios) y estructuralmente es comparable a la tecnologia

MEA (posee una diversidad de electrodos y microestructuras [Morales et al., 2008].

La glia ayuda a conservar y mantener los cultivos neuronales con vida; ademads, beneficia
en incrementar el valor de resistencia del microcanal e incrementar los valores de PA en
los registros. Para mantener una poblacién adecuada de glia en el cultivo neuronal
(relacién de 5:1) [Pérez, 2006], es recomendable utilizar 5% de horse serum en el medio

de cultivo extracelular o antimitéticos.

La técnica de soft-litografia es la que ofrece los mejores resultados para fabricar al
dispositivo polimérico, la cual combina la técnica de fotolitografia para crear el master
(pista de SU-8 sobre sustrato de vidrio) y la técnica de elastomer casting, para replicar los

moldes a través del material PDMS “Sylgard 184”.

El algoritmo desarrollado para esta tesis, procesa la AEN dentro del microcanal y
considera a toda actividad superior o igual a 170 puV e inferior a 2,5 ms como PA. Los

resultados son representados en gréficas de cantidad de PA por minuto.
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Los resultados muestran que la AEN varia con el transcurso del tiempo; por lo tanto se
omite el procesamiento de sefiales con asociacion de parejas neuronales como ocurre con
spike sorting.

Las amplitudes de PA, obtenidas de registros electrofisiolégicos con dispositivos
electrofisiolgicos 0 MEA, de cultivos disociados suelen tener valores de 20 pV hasta 100
KUV (en ocasiones llegan hasta 500 pV); en cambio, con nuestro dispositivo polimérico,
los valores cominmente obtenidos van desde 100 uV hasta 500 uV (en ocasiones llegan a

sobrepasar 1 mV).

7) Para determinar el mejor tipo de electrodos para registrar la AEN, se compararon las
reacciones de los cultivos entre electrodos de plata y electrodos de plata clorificados. Los
cultivos reaccionaron mejor con los electrodos de plata sin clorificar. Los cultivos
presentaron una reaccion toxica ante la presencia de los electrodos de plata clorificados.

En la electrofisiologia convencional, un cultivo neuronal, no presenta este efecto de
toxicidad porque uno de los electrodos (clorificado) estd contenido dentro de un tubo
capilar (Imm de diametro) y el otro electrodo (clorificado) se encuentra sumergido en el
medio extracelular dentro de la placa de Petri de 35 mm, esto equivale a un volumen 34

veces mayor al de nuestro dispositivo polimérico.

8) Utilizar un sistema de perfusion tiene mayores ventajas que pipetear sustancias de manera
manual, ya que la perfusion ayuda a cambiar el medio extracelular (de manera gradual), a
mantener el sistema de osmolaridad constante y a tener mayor precisiéon en realizar

pruebas farmacoldgicas.

6.2 Limitaciones
Las limitaciones que se encuentran sobre la presente tesis son:

1) En ciertas ocasiones, varias neuronas crecen en la entrada del microcanal, por lo que
diversas neuritas suelen introducirse en €l y una inspeccion dptica simple no es suficiente
para precisar la cantidad de dendritas o axones existentes dentro del microcanal ni para
determinar la cantidad de neuronas que interactian dentro del microcanal ni identificar
con facilidad cual neurita le corresponde a cual neurona. Para este proceso seria necesario

auxiliarse de las técnicas de fluorescencias para tefiir los cultivos neuronales.
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2)

3)

4)

5)

Los pozos tienen una capacidad de 100 pL a 250 pL, lo que facilita que el medio
extracelular sea susceptible a la evaporacién al pasar uno o dos dias sin renovarlo. Por lo
tanto el cultivo neuronal estd limitado a tener que recibir renovacién de medio

extracelular de manear constante para evitar incrementos de osmolaridad.

La seccién de amplificacién incrementa el valor de la sefial registrada por los dispositivos
poliméricos. Esta seccién puede estar constituida por un amplificador prefabricado. La
etapa de amplificacién es un amplificador prefabricado, como “Multichannel Systems”,
“Aleria E2 drive” o un amplificador fabricado a la medida. La cantidad de canales
disponibles del amplificador limita la cantidad de registros que se pueden realizar de

manera simultanea, sobre los cultivos neuronales.

Los registros de la AEN de un cultivo celular estdn limitados a que tienen que ser en
condiciones de incubadora, es decir: alta humedad y 5% de CO,; pero esto significa que el
amplificador y el sistema de perfusion deben de operar también dentro de estas
condiciones. Sin embargo, la electrénica no estd adaptada para trabajar bajo las
condiciones mencionadas, lo que provocard que no opere de manera correcta a lo largo

del tiempo.

El registro de la AEN esta limitado a trabajar en condiciones de apantallamiento eléctrico,
para evitar interferencias de sefiales de ruido eléctrico de 50 Hz provenientes de la red o
de otros aparatos electrénicos. Por lo que se estd limitado a trabajar con el sistema de
perfusiéon y amplificador dentro de una incubadora apantallada o tener una mini-

incubadora dentro de una jaula de Faraday.

6.3 Contribuciones

Las aportaciones de esta tesis son:

1y

2)

Introduccion y desarrollo de un dispositivo polimérico para el registro de actividad

electrofisiolégica de bajo costo, practico, sencillo, portatil y de facil manipulacion.
Facilidad de que més personas puedan realizar investigacion electrofisioldgica porque

se requiere de menos equipo, menos conocimiento técnico, menos capacitacién y por lo

tanto menos errores.

Exito en el registro no invasivo de la AEN sobre neuronas cultivadas en un dispositivo.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

Exito en la creacion y el registro simultdneo de matrices de 6 dispositivos poliméricos y
de matrices de 40 dispositivos poliméricos. El registro se realiza a través de “Aleria

Biodevices” para 6 dispositivos y “Multichannel Systems” para 40 dispositivos.

Aplicacion del dispositivo polimérico en investigaciones electrofisiolégicas como
material didactico, para demostraciones en tiempo real de la AEN de los cultivos

neuronales y del tipo de respuesta que se obtiene al ser estimuladas por algtin farmaco.

Reduccidén del nimero de ratones sacrificados para el estudio de electrofisiologia. Una
hembra ratén prefiada puede tener hasta una docena de embriones, lo equivalente a
sembrar decenas de cultivos neuronales in vitro, en nuestro dispositivo. Aumento en el
nimero de ensayos de electrofisiologia in vitro, ahora puede escalarse hasta 40 ensayos

por experimento.

Exito en el registro y estudio, de manera mds sencilla y practica que la electrofisiologia
convencional, de la AEN espontédnea y estimulada por farmacos con efectos de excitacion
(acetilcolina, glutamato), inhibiciéon (PTZ, TTX) y necrosis (haloperidol); los mejores

resultados se obtuvieron con farmacos inhibitorios.

Estudio y desarrollo de microfabricacion de piezas poliméricas a mediana escala (40
piezas por hora). Estudio y desarrollo del proceso de electrodeposicién para la creacion de

microestructuras para masteres

Desarrollo de algoritmo para correr bajo el software Matlab para el procesamiento de

datos de la actividad eléctrica neuronal.

Aplicaciones del dispositivo para el estudio de AEN en neuronas de hipocampo y

neuronas de cerebelo [Morales et al., 2008; Gil et al., 2010]

6.4 Proyecciones futuras

1y

El dispositivo polimérico con dos pozos y un microcanal, tiene como objetivo principal la
investigacién y experimentacion en cultivos neuronales del hipocampo; sin embargo,
podria utilizarse con otro tipo de cultivos celulares que manifiesten actividad eléctrica,

como las neuronas del cerebelo, la glia que expresa proteoglicanos NG2 (dispara PA)
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2)

3)

4)

[Otis & Sofroniew, 2008] o neuronas de origen diferente al del ratén, como las neuronas

de caracol [Claverol-Tinturé, Ghirardi et al., 2005].

La cantidad de neuronas sembradas en un pozo, van desde 50.000 hasta 75.000 (densidad

de 1.773 a 2.660 %); esto garantiza que habrd neuronas cercanas al microcanal y que

sus neuritas crecerdn dentro del microcanal para poder registrar la AEN.

Sin embargo, esta densidad también puede provocar que mds de una neurita se
introduzca al microcanal y por lo tanto se registre AEN de mds de una neurona por
microcanal; este tipo de acontecimiento genera dificultad para determinar la participacion
individual de cada neurona.

Por lo tanto, como proyecto futuro se propone bajar la densidad del cultivo neuronal a

100 ne;;zzas [Claverol-Tinturé & Pine, 2002] y desplazar las neuronas del cultivo neuronal

hacia la entrada del microcanal con la técnica de pinzas laser [Pine & Chow, 2009].
También se podria emplear la técnica de patterning sobre el sustrato del dispositivo
polimérico (antes de ser ensamblado), para que crezcan una o dos microislas [Chena et al.,
2004] en la entrada del microcanal; de esta manera se podria monitorear la conectividad
de las neuritas y estudiar la AEN de una sola neurona o de un grupo reducido de

neuronas.

Dentro del proceso de microfabricacién de la matriz de PDMS con 40 dispositivos
poliméricos, la etapa para perforar la matriz requiere de esfuerzo fisico (80 Kg de fuerza)
y de un tiempo de 10 min. Ademads la base del soporte para la perforacién de la matriz es
de aluminio.

Por lo tanto, se propone que en un futuro se cambie el material de elaboracién de la base
del soporte de perforacion de la matriz a acero inoxidable para garantizar la alta dureza,
longevidad del soporte y la perforaciéon de la matriz en un solo evento. Ademas se
propone que el sistema de perforacién de la matriz de PDMS se conecte a una prensa
hidraulica para automatizar el procedimiento, reducir el tiempo de trabajo a un 50% y el

esfuerzo a un 80%.

Con el fin de reducir el espacio de los dispositivos poliméricos y reducir la cantidad de
medio extracelular que se utiliza, se propone que se modifique la configuraciéon de los
pozos en la matriz de PDMS de 6 y 40 dispositivos poliméricos, para crear un Ginico pozo

(central) donde se siembre el cultivo celular (donde estara el electrodo de referencia), del
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5)

6)

7)

cual estardn conectados varios microcanales, que desembocaran en otros pozos (donde los
electrodos de cada canal), para registrar la AEN de diferentes partes de un cultivo.
Otra opcidn propuesta, es usar la misma idea de la estructura de un pozo central, pero se

sembraria en los pozos de la periferia.

Como proyecto a futuro, para estudiar la AEN sobre redes neuronales, seria modificar las
matrices de 6 y 40 dispositivos poliméricos, y habilitar caminos fisicos de comunicacién
entre los pozos conectados a los electrodos de referencia, entonces cuando se siembre, se
haria también en los caminos habilitados y se crearia una gran red neuronal.

Esto habilitaria el registrar (en diferentes partes de la red neuronal) la AEN espontédnea,
la AEN estimulada farmacolégicamente y los cambios en la AEN producidos por un corte

anatémico (al realizarse sobre una parte de la red neuronal).

Para facilitar el trabajo de perfusion, se propone como proyecto a futuro utilizar la matriz
elastomérica de 40 dispositivos poliméricos, habilitar fisicamente caminos de
comunicacién entre los pozos conectados al electrodo negativo y sembrar solo en los
pozos mencionados, pero sin sembrar en los caminos entre los pozos para asegurar que no
se forme una red neuronal.

Entonces se tendrian los pozos en forma de cadena (uno después del otro) y se podria
aplicar el sistema de perfusion a través del primer pozo de la cadena y recoger el medio
extracelular, a través del dltimo pozo; para garantizar la renovacién del medio extracelular
en los 40 cultivos.

Este tipo de sistema simplificaria los estudios de toxicologia, se podria aplicar los
farmacos a los 40 cultivos, de manera casi simultdnea y a través de una sola bomba

peristaltica.

Para la preparaciéon de los dispositivos poliméricos (antes del sembrado de cultivo
neuronal), los microcanales son saturados con CO, y luego se les introduce medio
extracelular, para que absorba el CO, y de esta manera se garantice el llenado del
microcanal.

Una alternativa propuesta para llenar los microcanales consiste en unir las piezas
poliméricas con un sustrato de vidrio a través de la técnica de “plasma cleaner” o utilizar
PS para fabricar los pozos y microcanales, y unirlas por temperatura y presion (técnica de

bonding) para garantizar una union irreversible de las piezas poliméricas. De esta manera
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8)

9)

se podrian llenar los microcanales por medio de presion fluidica [Fluxion] y omitir la

utilizacion de CO,.

El sistema de perfusiéon por medio de bomba peristaltica, podria tener incorporado un
sistema de control y monitoreo para manipular con facilidad la cantidad, velocidad y
temperatura del flujo; asi se podria garantizar que el contenido de un pozo se cambie una
vez por dia, lo cual equivale a 150 pL por 24 horas, 2,50 pL por minuto 6 0,04 pL por

segundo.

Las piezas poliméricas podrian tener corte anatomico esbelto, donde se siga el contorno
de los pozos (en forma de nimero ocho) y de esta manera se podria reducir el material de
silicona utilizado, para abaratar su costo; también, existiria menos superficie de contacto
entre la pieza polimérica y la base de sustrato, y asi se disminuiria la probabilidad de que
alguna impureza impidiera a la pieza polimérica adherirse completamente sobre la base de
sustrato.

Las consecuencias de una falsa union entre la pieza polimérica y la base del sustrato han
provocado que el medio extracelular se escape, dejando seco al cultivo neuronal o que se
vacie parcialmente, y que el medio extracelular esté en contacto con el interior del otro

pozo, creando cortocircuitos y registros de mediciones falsas.

10) EI dispositivo polimérico solo registra la AEN espontinea y estimulada

11) Una propuesta para mejorar el andlisis de datos es usar la funcién sumatoria “sum

farmacoldgicamente. Se podria trabajar en la electrénica para que el dispositivo
polimérico pudiera aplicar estimulacién eléctrica a los cultivos neuronales y de esta

manera registrar la AEN estimulada eléctricamente.

2

[Mtetwa & Smith, 2006], para aumentar el valor de los PA y hacer més confiables los

resultados.
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Anexo A: Moldes Adicionales para la Técnica de Elastomer
Casting

Durante el trabajo de tesis se han estudiado varias estrategias para la produccién de los
dispositivos poliméricos. Una de ellas se basa en la creacion de mésteres plésticos (ejemplo de
ello son resinas MMA y resinas epoxi) que incluyen el negativo de los compartimientos y
microcanales, con el objetivo de producir, por colada y en un solo paso, las piezas
elastoméricas.

* Molde de MMA.

Primeramente se parte de una pieza fabricada de PDMS con dos pozos y un microcanal para
utilizarlo como molde y curar sobre €l la resina autopolimerizante para ortodoncia (MMA).

El problema que ha presentado este tipo de pieza creada, es que la estructura estd convexa (y
no plana) en la seccién del microcanal; esto ocurre porque la superficie del molde de PDMS
forma un arco céncavo al estar en contacto con la resina.

Otra desventaja que presenta el molde de MMA como posible molde maestro, es que la
silicona solo se cura de manera parcial y se observa formacién de burbujas.

¢ Molde de epoxi.

Otro tipo de molde que se puede fabricar, siguiendo el protocolo anterior, es utilizando la
resina epoxi “Embed.812” (figura A.1).

El problema que se presenta, es que la silicona PDMS también reacciona con esta resina de
manera como lo hace con la resina MMA, provocando una curvatura céncava en su superficie;
esto trae como consecuencias que al curar una nueva pieza PDMS sobre este molde de resina
epoxi, la nueva pieza de PDMS no sea completamente plana y los bordes del microcanal no

hagan buen contacto sobre la placa de Petri donde se desea depositar.

S

£ \“j e _V__,,.,.V.D/’ &

Figura A.1 Molde de resina epoxi. Pieza formada con base, columnas y una micropista de resina epoxi “Embed
812”. Nétese la curvatura de la base de las dos columnas, lo que hace poco util la pieza resultante en PDMS tras la
colada, curado y desmoldeado. La curvatura hace imposible una buena adherencia para el cultivo y registros

electrofisiologicos.
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Figura A.2 Molde mixto de vidrio y epoxi. Este molde contiene columnas y micropistas de epoxi sobre una

base de vidrio.

El problema de la concavidad del material puede ser solucionado si se utiliza una base de
material sdlido para crear el master, como lo es el vidrio, y de esta manera solo es necesario que
las micropistas y las columnas sean de resina (figura A.2).

Si se utiliza una matriz de PDMS con 80 perforaciones y 40 microcanales, y se coloca sobre
una base cuadrada de vidrio de 100 x 100 x 3 mm, con la cara hacia abajo (microcanales en
contacto con el sustrato de vidrio); se pueden rellenar facilmente los microcanales con resina
epoxi “Embed-812”, ya que su nivel de viscosidad baja permite acceder por capilaridad dentro
de los microcanales.

Los pozos pueden ser rellenados con resina epoxi “Araldite 5027, ya que su viscosidad es
superior a Embed-812. Al final se puede obtener una estructura como se nuestra en la figura
A2

Desafortunadamente los pozos de las matrices de PDMS (80 pares de pozos) no son
completamente perpendiculares al plano de la matriz (efecto causado por la perforacion del
puncher, lo cual les da forma parcialmente cénica).

Aunque la superficie de las columnas puede ser limadas (por una herramienta tipo Dremel)
para hacer homogénea su estructura, si se llega a curar nueva silicona sobre el molde, entonces

se requerird de un gran esfuerzo, tiempo y paciencia para remover la matriz de PDMS sin dafiar
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su estructura, ya que uno de los aspectos mads criticos en esta pieza polimérica es que cada par
de pozos estan muy proximos entre si (1 mm), por lo que si no se tiene cuidado con la fuerza
aplicada, la zona del microcanal o la pared del pozo puede ser destruida.

Lamentablemente, también ocurre que ciertas columnas de resina no se adhieren del todo
bien a la base del sustrato de vidrio, y por lo tanto llegan a desprenderse cuando se retira la

matriz curada de PDMS.
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Anexo B: Diseino para Inyeccion de Molde

Una alternativa para la fabricacién del dispositivo polimérico es el uso de inyeccién de
termoplasticos (como el poliestireno) produciendo una base con microcanales y una segunda
pieza, que seria alineada y termosellada a la base, incluyendo los compartimientos para cultivo
celular. Una tercera pieza que seria la tapadera ayudaria a cerrar la superficie de manera manual
y a mantener las condiciones de esterilidad.

Modelos en 3D y diagrama esquemadtico de las piezas poliméricas a ser producidas mediante
inyeccion. Las dos dificultades que afectan a la viabilidad de esta solucién son la produccion de
los moldes metalicos de larga duracién, el alineado y unién de la base y estructura con pozos
(compartimientos).

Aunque el dispositivo polimérico final fue desarrollado mediante técnicas de soft-litografia
(capitulo 3), en este anexo se incluyen los disefios destinados a la produccién por inyeccién de
poliestireno que han sido desarrollados en vistas a una futura industrializacion en termoplastico.

Las piezas poliméricas sugeridas en este Anexo (figura B) son:

e Base.- Placa plana con los microcanales marcados.
e Estructura de pozos.- Pieza que contiene los 6 pares de pozos.
e Tapadera.- Pieza que sirve para proteger la superficie de los 6 pares de pozos.

Caracteristicas volumétricas:

Tabla B-1
Volumen Valor
Tapa 2,32 cm3
Base 1,43 cm3
Estructura de los pozos 3,67 cm3
Total (conjunto de las 3 piezas) 7,42 cm3
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Tabla B-2

Densidad Valor
Material PS 1.07 &
>77 cm3
Tapa 248 &
> cm3
Base 153 &
7 cm3
Estructura de los pozos 393 -5
> cm3
Total (conjunto de las 3 piezas) 7.94 13
cm

Figura B. Modelo de las piezas poliméricas para inyeccion molde.
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Anexo C: Herramientas para la Fabricacion de Matrices de

dispositivo polimérico

En este anexo se presentan los disefios y modelos en 3D de varias piezas (figura C.1) que

conforman el proceso de corte para la fabricacién de estructuras de PDMS con 80

compartimientos y 40 microcanales.

La funcidn de las herramientas (figura C.2) consisten en:

En el proceso de colado, se deposita el material elastomérico (PDMS) para ser
curado sobre un soporte que contiene al méster de vidrio y pistas de SU-8 (figura
C.2 Pieza 1).

Una vez curado el PDMS, se coloca un marco (figura C.2 Pieza 2) que sirve de
referencia para cortar los bordes del PDMS. Una vez cortados los bordes, se quita el
marco.

Posteriormente se coloca un segundo marco mds grueso (figura B.2 Pieza 3) que
servird de apoyo para cortar un segundo borde de la pieza polimérica; esto se hace
con la intensiéon de eliminar los meniscos formados en los extremos, durante el
proceso de curado.

Después que la pieza polimérica ha sido cortada por los bordes, se procede a extraer
la pieza polimérica por medio de succién (figura C.2 Pieza 4 y Pieza 5).

Se coloca la pieza 7 sobre la pieza polimérica (figura C.2 Pieza 7) y se utiliza como
guia para descender los punchers (tubos afilados) contenidos por la Pieza 6 (figura
C.2 Pieza 6), para perforar la pieza polimérica y crear los compartimentos. Cada par
de compartimentos se encuentra a una distancia de Imm de separacion entre si y
estdn unidos por un microcanal.

En caso de que se quieran realizar cortes sobre la pieza polimérica para crear
pequeiios bloques con dos pozos (compartimentos) y un microcanal, se pueden
utilizar las piezas 7 y 8 (figura C.2 Pieza 7 y Pieza 8) para cortes longitudinales y
transversales, respectivamente.

Para facilitar la separacion de los punchers del material elastémero, se utiliza como

apoya la pieza 7 (figura C.2 Pieza 7).
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Figura C.1 Modelos de las herramientas. Aqui se presentan el disefio en 3D de las piezas de aluminio para el
cortado de las piezas poliméricas.

S
Pieza 1 sirve de depésito Pieza 2 sirve de apoyo para  Fieza 3 para apoyarse
cortar margenes de silicona en cortar margenes

para que se cure la
Silicona

Pieza 4 y 5 succionan
la Silicona

. Se coloca encima la pieza 7
seran el soporte P

-

Se apoya en la pieza 7 para Se usa la pieza 8 para
realizar cortes longitudinales cortes transversales

Para servir de guia en
perforar con la pieza 6

Figura C.2 Procedimiento de uso de las herramientas. Esta imagen explica la forma en que son utilizadas

las piezas de aluminio como herramientas para el corte de las piezas poliméricas.
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Anexo D: Microfabricacion a Base de Fotorresinas

Anexo D-1 Fotorresina AZ 9260

Protocolo para la creaciéon de un madster constituido por un sustrato de acero recubierto por

fotorresina AZ con trincheras (10 mm de largo por 20 um de ancho por 5 um de espesor):

Se limpia el sustrato de acero con acetona, alcohol y una toalla de sala blanca.

Se pone la muestra sobre la maquina del “spinner”, se afiade la fotorresina (AZ
92615) sobre el sustrato y se configura la maquina de acuerdo a los valores de la
tabla D-1, para obtener alrededor de 5 um de espesor.

Se deposita el sustrato en el hot-plate por 2,5 min a 95 °C.

Se coloca el sustrato y la mdscara (figura 3.1) en la maquina de fotolitografia por
solo un ciclo, con la configuracién de “soft-contact”, por un tiempo de exposiciéon
de 20 s.

Se utiliza el revelador “AZ726WF developer” de 3 min a 4 min para remover la
parte de la fotorresina que fue expuesta.

Se limpia con agua los residuos.

Anexo D-2 Fotorresina SPR220

Protocolo para la creacion de un madster constituido por un sustrato de acero o niquel, recubierto

por fotorresina 220-7.0 con trincheras de valores de 10 mm de largo por 20 um de ancho por 5

pm de espesor:

Se limpia el sustrato con acetona, alcohol, agua y una toalla de sala blanca.

Se deposita en el horno por un tiempo minimo 30 min a una temperatura de 180 °C,
con el fin de eliminar la humedad del sustrato.

Se utiliza Hexametildisiloxano (HMDS) sobre el sustrato como promotor de
adherencia entre la fotorresina y el sustrato.

Se coloca el sustrato en el “spinner” usando los pardmetros que aparecen en la tabla

D-2.

Tabla D-1
Tiempo Velocidad
5s 500 RPM
40 s 4000 RPM
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Tabla D-2

Tiempo Velocidad
10s 500 RPM
40 s 3000 RPM

Se deposita la fotorresina SPR sobre el sustrato y se repite nuevamente el ciclo de la
tabla 2 en el “spinner”.

Se coloca el sustrato en el horno por 15 min a una temperatura de 150 °C.

Se pone el sustrato en la maquina de fotolitografia para una exposicion de 90 s. La
fotorresina SPR220-7.0 es positiva (todo lo que se expone se elimina), por lo cual
se emplea la mdscara de la figura 3.1.

Se deja reposar dentro de una placa de Petri por 45 min.

Se sumerge dentro de dos recipientes con el revelador “MF-24*" para eliminar la
parte de la fotorresina expuesta: un minuto en un recipiente y otro minuto en el otro
recipiente.

Los residuos se limpian con agua.

Anexo D-3 Fotorresina SU-8

Los trabajos que se realizan con la fotorresina SU-8 se basan en los protocolos de la compaiiia

MICRO-CHEM. Por lo general para este tipo de proceso se utilizan sustratos (de silicio) con

espesor de 1 mm, los cuales tienen la facilidad de conducir el calor:

Se limpia el sustrato utilizando agua ionizada y una toalla especial de sala blanca (o
pafiuelo que no deje residuos).

Se sitda el sustrato en el horno a 80 °C por media hora para eliminar la humedad del
objeto.

Se deposita el sustrato de vidrio sobre el “spinner”. Después se coloca sobre la
superficie de dicho sustrato la fotorresina SU-8 2005. Luego se procede a activar la
maquina “spinner” a 3000 RPM por 30 s.

Se coloca el sustrato en el hot-plate por 2 min a 95 °C.

Se procede a posicionar el sustrato en la maquina de fotolitografia, con la mascara

que se muestra en la figura 3.1, realizando una exposicién por 99 s con una energia
de 80 .

cm
Se coloca el sustrato en el hot-plate a la temperatura de 115 °C. En este caso en

particular, manejamos una temperatura de 20 °C arriba de lo que el fabricante
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indica, para compensar las propiedades no conductoras y el espesor de 3 mm del
sustrato (vidrio).

El material se revela sumergiéndolo completamente en un contenedor con revelador
de SU-8, por un tiempo estimado de 2 a 3 min.

Se lavan los residuos con isopropanol y se seca el sustrato con una pistola de

nitrégeno.

Anexo D-4 PDMS

El protocolo para la preparacién de silicona PDMS para generar un volumen de 10 cm por 10

cm por 7 mm:

En un recipiente se vierten 100 g de agente base.

Se afiaden 10 g de agente curante.

Se mezcla bien el agente base con el agente curante durante 5 min.

Se colocan al vacio (etapa de desgasado) por al menos media hora para la
eliminacién de burbujas de aire.

Se vierte el contenido en el master.

Se pone en el horno a una temperatura de 80 °C por 1 hora.

Se quita del horno y se espera a que se enfrie por media hora.

Se procede a retirar la matriz de PDMS curada. La pieza polimérica tendrd la copia
negativa (forma invertida de la microestructura).

Se realizan los cortes necesarios a la pieza elastomera para que tenga la forma y las

perforaciones como en la figura 3.3 (D).
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Anexo E: Protocolos para Cultivos Neuronales

Anexo E-1 Diseccion

El proceso de diseccién de embriones de ratén se realiza con ayuda de un técnico en biologia.
Mediante papaina (13 unidades por mililitro) y con ligeras agitaciones al medio, neuronas del
hipocampo de ratén son obtenidas de la diseccion de ratones embrionarios con 18 dias de
gestacion, para ser depositadas dentro de los pozos de los dispositivos, con una densidad

cercana a las 50 mil células por pozo (28,27 mm®).

Anexo E-2 Protocolo para el criopreservamiento
Las neuronas que se extraen de una diseccién y no son sembradas en los cultivos neuronales,
son criopreservadas para ser utilizadas para experimentos posteriores.
Cuando se requiere el uso de estas células criopreservadas, el protocolo para descongelarlas
es el siguiente:
e Se esterilizan todos los dispositivos para contener a las células, con rayos UV de 15
a 20 min.
e Se transporta el vial con las células del contenedor de nitrégeno liquido a la sala de
cultivo.
e Se coloca el vial en bafio Maria por 2,5 min a 37 °C.
e Dentro de condiciones estériles se abre el vial y se extrae solo el crioprotector y se
agrega 1 ml de neurobasal dentro del vial, se vacia el contenido en otro tubo con 2
ml de neurobasal extra.
e Con un pipeteador se agita varias veces el contenido (succionando y expulsando)
para disgregar a las células.

e FEl indice de mortalidad con estas células es del 50%.

Anexo E-3 Recubrimiento de poli-L-lisina sobre placas
La poli-l-lisina es clave para poder sembrar los cultivos disgregados, en caso de que no se
emplee este tipo de sustancia, las neuronas tienden a agregarse entre ellas mismas, formando
grupos grandes, lo cual da como resultado que un 15% de los cultivos sean ttiles para realizar
registros; en cambio, cuando se utiliza poli-1-lisina el éxito supera al 50%.

Procedimiento:

e Se coloca el material dentro de la cabina de flujo y se esteriliza con UV por 20 min.
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e Se toma poli-L-lisina con una pipeta y se deposita en la superficie de la placa de
Petri.

e Se llena, aparte, una placa de Petri de 35 mm con agua estéril (1 6 2 ml) y se coloca
junto a las demads placas, esta servird para mantener condiciones de humedad.

® Se guardan las placas dentro de la nevera por 24 horas.

¢ Después de 24 horas se toma de la nevera las placas con la poli-L-lisina.

e Se desecha la poli-L-lisina que se deposit6 en las cajas de Petri el dia anterior.

e Mediante pipeteo y agua estéril, se lavan las cajas de Petri.

e Por 30 min se dejan secar las cajas de Petri con la tapa desplazada, dentro de la
cabina de flujo para que el resto del agua estéril se evapore.

e Las cajas de Petri se guardan dentro de otras cajas de Petri (mas grandes), para
facilitar el transporte de los cultivos y ayudar a conservar las condiciones de
esterilidad.

Nota: Cuando se utiliza un dispositivo polimérico de un par de pozos, éste se deposita dentro
de una placa de Petri de 35 mm; si es de 6 pares de pozos, éste se deposita dentro de una placa
de Petri de 60 mm; y si es de 40 pares de pozos, éste se deposita sobre una placa de PS de 100
cmz, debido a que esta ultima es hidrofébica, es necesario realizar un tratamiento con “plasma
cleaner” o con “UV Tip Cleaner” para convertirla en hidrofibica (s6lo entonces, pueden ser

tratadas con poli-L-lisina).

Anexo E-4 Protocolo para el medio extracelular con Neurobasal
El medio extracelular que se utiliza para alimentar a las neuronas y ayudarlas en su desarrollo y

crecimiento, estd elaborado por una combinacién de neurobasal con un suplementado del 5 %

de Horse Serum de caballo, 2 % de suplemento B27, 2 mM de L-glutamina y 20 % de

gentamicina.
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