1.

CENTRO DE INVESTIGACIONES
EN OPTICA, A.C.

“DISENO, FABRICACION Y CARACTERIZACION DE UN
ARREGLO DE MICROELECTRODOS FLEXIBLES PARA SU
POSIBLE APLICACION EN ESTIMULACION ELECTRICA
SELECTIVA Y EL REGISTRO DE SENALES LOCALIZADAS EN
LA CORNEA HUMANA”

= . 4

Tesis sometida como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en
Optomecatrénica

Presentada por:

Ing. Victor Manuel Carpio Verdin

Director de Tesis:

Dra. Natiely Hernandez Sebastian

LEON GUANAJUATO, MEXICO
NOVIEMBRE 2024






AGRADECIMIENTOS

A mis padres Hilaria y Victor, y mis hermanas Hilda, Yesi y Laura por todo su apoyo y
carino mostrado en cada momento, siempre estan en mi corazon; a mi novia Celia por su apoyo y

comprension a traveés de los afios, te amo bonita.

A mi asesora la Dra. Natiely Herndndez Sebastian por la confianza, atencion, orientacion,
por compartir conocimiento y por contribuir en mi formacién académica y personal. También

agradezco al equipo de trabajo encabezado por la Dra. Natiely, especialmente a David y Alan.

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias, Tecnologias (CONAHCYT), por la beca

otorgada para la realizacion de mis estudios de Maestria.

Al Laboratorio Nacional CONAHCYT en Microtecnologia y BioMEMS (LaNMiB). El
acceso a su infraestructura y tecnologia de vanguardia fueron fundamentales para el desarrollo

del este proyecto.

Al Laboratorio Nacional de Optica de la Visién (LANOV), en particular al proyecto N°
ApoyosLNC-2023-121 denominado “Desarrollo de dispositivos oftalmicos de ultima generacién
en el Laboratorio Nacional de Optica de la Visién”.

Al CNMN-IPN vy al Laboratorio Nacional de Micro y Nanotecnologia, por el apoyo

experimental brindado durante el desarrollo de este proyecto.



RESUMEN

La estimulacion eléctrica (EE) transcorneal (EET) es un enfoque prometedor para mejorar
la percepcion visual en pacientes con enfermedades degenerativas de la retina, incluyendo:
degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) y retinosis pigmentosa (RP). Diversos
estudios han demostrado que la EET promueve la supervivencia celular y preserva la estructura
y funcidén de la retina, lo que respalda su uso en terapias oftalmologicas.

Hasta ahora, la EET se administra colocando un electrodo monoelemento en la superficie
de la cdérnea. Este tipo de electrodos estimulan de manera uniforme al ojo; por lo cual, la EE
selectiva y la distribucion espacial estan restringidas. La capacidad de seleccionar la zona objetivo
y elegir de manera independiente el tipo de sefial de estimulacion, podria ser 1til para tratar la
pérdida de vision central, periférica y total.

Bajo esta premisa, en este proyecto de investigacion se propone el disefio, fabricacion y
caracterizacion de un arreglo de microelectrodos para su aplicacion en EE selectiva de la cornea.
El arreglo propuesto esta formado por 18 microelectrodos independientes distribuidos en la
region central y paracentral de la cérnea. El prototipo se fabricoé utilizando tnicamente tres
materiales y combinando dos tipos de tecnologia: micromaquinado de superficie y electrénica
flexible.

El funcionamiento y fiabilidad del prototipo fabricado fueron validados mediante pruebas
eléctricas, electroquimicas y térmicas; y su biocompatibilidad se demostro a partir de pruebas in-
vivo. El prototipo resultante es mecanicamente flexible, biocompatible, tecnolégicamente factible
y con gran potencial para su uso en EE selectiva; ademas, debido a las caracteristicas obtenidas,
como selectividad y transmision del espectro visible, se podria utilizar para el registro de sefiales

eléctricas localizadas tipo electrorretinograma.

ii



ABSTRACT

The transcorneal electrical stimulation (TES) is a promising approach to improve visual
perception in patients with degenerative retinal diseases, such as age-related macular
degeneration (AMD) and retinitis pigmentosa (RP). Several studies have demonstrated that the
TES promotes cell survival and preserved the retinal structure and function, supporting its use in
ophthalmological therapies.

Currently, the TES is delivered by placing a mono-element electrode on the surface of the
cornea. This type of electrodes uniformly stimulates the eye; therefore, selective stimulation and
spatial resolution are restricted. The ability to select the target zone and independently choosing
the type of stimulation signal may be useful when treating loss of central vision, peripheral vision,
or total vision, for example.

In this context, this research project proposes the design, fabrication and characterization
of an array of microelectrodes for its application in selective electrical stimulation (ES) of the
cornea. The proposed array consists of 18 independent electrodes distributed in the central and
paracentral regions of the cornea. The prototype was fabricated using only three materials and
combining two types of technology: surface micromachining and flexible electronics.

The fuctioning and realiability of the fabricated prototype was validated by electrical,
electrochemical and thermal tests; and its biocompatibility was demonstrated by performing in-
vivo tests. The resulting prototype is mechanically flexible, biocompatible, technologically
feasible, with a high potential to be used for selective ES of the cornea. In addition, due to its
design characteristics, such as selectivity and visible light transmission, it could be used to record

localized electrical signals, such as electroretinogram.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La estimulacion eléctrica (EE) no invasiva de los ojos se ha estudiado como una
herramienta terapéutica prometedora para recuperar la percepcion visual en pacientes que
padecen enfermedades degenerativas de la retina, como el glaucoma, la retinitis pigmentosa (RP),
la degeneracién macular relacionada con la edad (DMRE) y retinopatia diabética (RD) [1-4]. En
estas enfermedades, aunque la etiologia es diferente, el deterioro progresivo y la pérdida de la
funcion de las neuronas retinianas es la principal causa de ceguera o pérdida total de la vision [2-
4].

Actualmente, no existe cura para las enfermedades degenerativas de la retina, las terapias
actuales estan enfocadas en mejorar los sintomas y retrasar la muerte celular. Por ejemplo, se han
utilizado suplementos nutricionales para prevenir la progresion de la RP, y el uso de inyecciones
anti-factor de crecimiento endotelial vascular (anti-VEGF) para retrasar la neovascularizacion o
eliminar vasos anormales en la DMRE [4-5]. Sin embargo, estos tratamientos se encuentran
limitados para detener la progresion de la enfermedad o restaurar la vision [5]. En este sentido, la
estrategia de tratamiento mas reciente que muestra resultados alentadores es la EE transcorneal
(EET) [5].

La EET es un método no invasivo para activar eléctricamente la retina [1-5], este método
ha surgido como un tratamiento potencial para facilitar la restauracion visual y mejorar la
supervivencia de las células retinianas. Sus efectos neuroprotectores se atribuyen a multiples
mecanismos, incluyendo neurotrdficos, antiinflamatorios, antiapoptoticos y vasodilatadores [6-
10]. El tratamiento consiste en suministrar una corriente eléctrica de baja intensidad (en el rango
de 10 a 30 mA) sobre la superficie de la cérnea utilizando una lente de contacto conductora
(electrodo ERG) o hilo conductor (electrodo DTL) que estimula a la retina de manera localizada
[11-12]. Debido a que, en este tipo de electrodos el elemento activo es una superficie metdlica
continua, la EE selectiva y variable de la cornea estdn limitadas. Lo cual, podria ser ttil para tratar
la pérdida de vision central, periférica o total y ofrecer opciones de tratamiento personalizadas.

Bajo esta premisa, en el presente proyecto de investigacion se propone el disefio,
fabricacion y caracterizacion de un nuevo arreglo de microelectrodos para su aplicacion en EE
selectiva y variable de la cérnea humana. El disefio propuesto, considera las restricciones
anatdmicas y estructurales de la cérnea humana, los estandares generales de la norma ISO 10993
(evaluacion biologica de dispositivos médicos) y la combinacion de dos tecnologias de fabricacion:
micromaquinado de superficie y electrénica flexible. El prototipo resultante es robusto,
mecanicamente flexible, biocompatible y con gran potencial para ser utilizado en EE selectiva de
la cérnea humana. Ademads, debido a sus caracteristicas de disefio y los resultados obtenidos,

podria ser utilizado para el registro de sefiales eléctricas localizadas tipo electrorretinograma.
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1.1. ANTECEDENTES

Los primeros vestigios de la aplicacion de EE para tratar enfermedades oculares data de
1873, cuando el oftalmdlogo suizo Henri Dor informo los efectos beneficios de la EE en el ojo
mediante el tratamiento de diversas patologias, como: el glaucoma, ambliopia, amaurosis,
retinocoroiditis y atrofia dptica blanca [13]. Después, en 1929 Otfrid Foerster document¢ la
respuesta neuronal a la EE en la corteza visual de un paciente [14]. Y en 1974, William Dobelle
demostré que la EE del sistema visual permite generar percepciones visuales mediante
estimulacion supraumbral [15]. A pesar de que estos experimentos demostraron la posibilidad de
inducir eléctricamente la percepcion visual de destellos de luz, conocidos como fosfenos; no fue
hasta el afio 2002, que la EE en oftalmologia despert6 un renovado interés, debido a que Morimoto
y colaboradores informaron el potencial terapéutico de la EE. En este estudio los autores
(Morimoto, et al.,) aplicaron EE en el extremo cortado del nervio dptico de una rata, mejorando la
supervivencia de las células ganglionares de la retina (RGC) axotomizadas [16].

Dos afios después, en el 2004, el primer estudio clinico realizado por Chow y colaboradores
confirmaron el efecto neuroprotector de la EE en pacientes con retinitis pigmentosa (RP) [17]. En
este estudio, los autores informaron una mejora de la vision residual en pacientes que tenian una
protesis subretinal inactiva que generaba solo corriente subumbral, incluso se mostré mejoria en
el drea de la retina alejada al implante. A partir de entonces, se han realizado estudios emergentes
para explorar el mecanismo de accion de la EE en la retina y su potencial terapéutico en
enfermedades oculares.

Actualmente, la EE de la retina puede lograrse mediante dos enfoques: invasivo y no
invasivo. La EE invasiva es la tecnologia con mayor avance y se realiza a través de un conjunto de
electrodos implantados que estimulan directamente las células ganglionares de la retina (RGC)
supervivientes y las células bipolares. Hasta ahora, Argus Il y Alpha-IMS son las prétesis de retina
disponibles comercialmente [10, 18-20]. Por otro lado, la EE transcorneal (EET) es el método mas
utilizado para estimular la retina de manera no invasiva. La EET se aplica colocando un electrodo
activo sobre la superficie de la cornea y la sefal suministrada estimula la retina de manera
localizada. Hoy en dia, el sistema Okustim® es la tinica alternativa comercial para realizar EET
[11, 21].

El sistema Okustim® y la mayoria de los dispositivos que se encuentran en desarrollo
utilizan un electrodo monoelemento para aplicar la sefial de estimulacion sobre la superficie de la
cdrnea, por lo cual, la resolucidn espacial y la EE selectiva estan restringidas [22-24]. En este
contexto, en el afio 2015 Herndndez y colaboradores reportaron el desarrollo de un arreglo de
microelectrodos flexibles para la EE selectiva de la cérnea humana [25]. El prototipo, compuesto
por un arreglo de 16 microelectrodos independientes, fue fabricado utilizando la tecnologia
PolyMEMS INAOE® y técnicas avanzadas de microelectronica; culminando en un proceso basico

de fabricacion de microelectrodos flexibles. Aunque el arreglo de microelectrodos fabricado se
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probd con éxito a nivel laboratorio, los autores reportaron la necesidad de una propuesta de
disefio mas robusta y la redistribucion espacial de los microelectrodos.

Por lo tanto, en el presente proyecto de investigacion se abordaran estos desafios, ademas
de otros retos, que incluyen: el desarrollo de un proceso de fabricacion reproducible y
tecnoldgicamente factible en el Laboratorio Nacional CONAHCYT en Microtecnologia y
BioMEMS (LaNMiB) —primer proceso realizado en estas instalaciones—-y la caracterizacion in-vivo

del arreglo de microelectrodos para evaluar la biocompatibilidad del prototipo.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EET es una nueva opcion de tratamiento terapéutico emergente para mejorar la
percepcion visual en pacientes con enfermedades degenerativas de la retina. Sin embargo, los
sistemas actuales de EET utilizan un electrodo monoelemento, que estimula un drea especifica de
la retina segtin la ubicacion del electrodo. Esta configuracion de electrodo, restringe la capacidad
de realizar EE selectiva y variable, lo que afecta negativamente la resolucion espacial y la
posibilidad de seleccionar diferentes regiones de la retina. Esta limitacion es particularmente
relevante en el tratamiento de la pérdida de la vision central, periférica o total, donde la capacidad
de ajustar la EE seleccionar una zona objetivo focalizada y elegir de manera independiente el tipo

de senal eléctrica de estimulacidon podrian mejorar significativamente los resultados terapéuticos.

1.3. JUSTIFICACION

Las enfermedades degenerativas de la retina, son la principal causa de baja visién
incurable y ceguera en todo el mundo [26]. Se estima, que mas de 500 millones de personas a nivel
mundial padecen algun tipo de enfermedad degenerativa de la retina. Entre las mas comunes se
encuentran la DMRE, que afecta a alrededor de 196 millones de personas; la retinopatia diabética,
con una prevalencia de 148 millones; el glaucoma, con 76 millones de casos y la retinosis
pigmentaria (RP), que afecta a mas de 2 millones de personas [25-29]. Cabe mencionar, que estas
cifras van en aumento debido al envejecimiento de la poblacion.

Actualmente, las enfermedades degenerativas de la retina no tienen cura. Las terapias
disponibles estan dirigidas en mejorar los sintomas y ralentizar la enfermedad. Por lo cual, existe
una gran necesidad de desarrollar nuevas opciones de tratamiento que permitan detener la
progresion de la enfermedad y mejorar la percepcion visual. En este sentido, la estrategia de
tratamiento mas reciente es la EE transcorneal (EET). Este nuevo método, consiste en activar
eléctricamente la retina con una sefial de estimulacién que se administra sobre la cornea utilizando
un electrodo activo [1-4].

Hasta ahora, los sistemas propuestos para aplicar EET utilizan electrodos de superficie
metdlica continua [18-20]. Sin embargo, este tipo de electrodos restringen la distribucion espacial

y la EE selectiva, ya que se caracterizan por estimular una zona especifica de la retina que depende
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de la ubicacion del electrodo. A diferencia de esto, un arreglo de microelectrodos permitiria
seleccionar la zona objetivo de manera focalizada y elegir de manera independiente el tipo de
senal eléctrica de estimulacion. Como resultado, un electrodo de este tipo podria ser beneficioso
para tratar la pérdida de visidon central, periférica o total, y ofrecer opciones de tratamiento
personalizadas [11, 22-24].

El desarrollo de electrodos basados en la tecnologia de microelectronica y electronica
flexible ofrece una solucion prometedora para superar las limitaciones de los sistemas actuales de
EET. La integracion de estos dos tipos de tecnologia es un enfoque innovador que permite la
fabricacion precisa de arreglos de microelectrodos sobre un mismo substrato ergondmico flexible;
con caracteristicas, como: miniaturizacion, adaptabilidad anatémica, precision, minimizacién de
la invasividad, biocompatibilidad y la posibilidad de integracion con otros sistemas. Un electrodo
de este tipo, no solo permitiria realizar EE precisa y controlada de la retina, sino también
profundizar en los estudios de EE selectiva de la cornea humana y ampliar su aplicabilidad al

registro de sefiales eléctricas localizadas.

1.4. HIPOTESIS

El desarrollo de un arreglo de microelectrodos flexibles utilizando la tecnologia de
micromaquinado de superficie y electronica flexible permitira obtener un prototipo
biocompatible, robusto, con alta adaptabilidad a la superficie de la cdrnea y con propiedades
eléctricas, térmicas y mecdnicas Optimas para realizar EE selectiva de la cornea humana, asi como

el registro de senales localizadas.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo General

El objetivo general del presente proyecto de investigacion es disefar, fabricar y
caracterizar un arreglo de microelectrodos flexibles wutilizando la tecnologia de
micromaquinado de superficie y electronica flexible. El disefio y la fabricacion de los
microelectrodos se desarrollara considerando su aplicacion en estimulacion eléctrica selectiva

y el registro de sefales localizadas en la céornea humana.

1.5.2. Objetivos Particulares

1. Disefiar un arreglo de microelectrodos flexibles (Layout) considerando los requisitos
anatomicos y estructurales de la cérnea humana.
Fabricar los diferentes niveles de mascarillas definidos en el disefio del Layout.
Caracterizar y optimizar los materiales propuestos para la fabricacion del arreglo de

microelectrodos flexibles.
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4. Fabricar el arreglo de microelectrodos flexibles utilizando la tecnologia de
micromaquinado de superficie y electrénica flexible.

5. Caracterizar a nivel laboratorio el prototipo fabricado para evaluar su comportamiento
eléctrico, electroquimico y térmico.

6. Realizar pruebas iniciales in-vivo para evaluar la biocompatibilidad del prototipo

fabricado.
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2.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL OJO HUMANO

Los sentidos son capacidades perceptivas que permiten a los seres vivos interactuar con
su entorno. Estos incluyen: la vista, el oido, el olfato, el gusto y el tacto. A través de estos sentidos,
los seres humanos y otros seres vivos pueden recibir informacién del exterior y procesarla para
tomar decisiones, experimentar emociones y adaptarse a su entorno de manera efectiva [32].

El sentido de la vista, también conocido como vision, es uno de los sentidos primordiales
que permite a los seres vivos percibir el mundo que les rodea, a través de la interpretacion de la
luz. Este proceso se lleva a cabo gracias a la accién coordinada de estructuras especializadas que
componen el sistema visual, incluyendo: en el ojo, el nervio dptico y el cerebro [33].

El proceso visual en el ojo humano comienza con la entrada de la luz a través de la cérnea,
que es el primer medio refractivo del ojo. Luego, pasa a través del cristalino, donde se enfoca para
formar una imagen nitida en la retina, que cubre la parte posterior del ojo. En la retina, las células
sensoriales llamadas fotorreceptores (conos y bastones) convierten la luz en sefiales eléctricas que
son transmitidas al cerebro a través del nervio Optico. El cerebro procesa estas sefales eléctricas
para construir una representacion visual del mundo que nos rodea, lo que nos permite percibir
formas, colores y detalles. La Figura 1, muestra las principales partes del ojo humano y su funcién
en el proceso de vision.

2. IRIS. Contrae o dilata la pupila para controlar la
4. RETINA. Los fotorreceptores convierten los cantidad de luz que entra al cristalino.

impulsos luminosos ensefales eléctricas.

/ 4 : N\

\
7.
\
\ v ‘

AN
=\

1. CORNEA. Desvia los rayos a un mismo punto.

\/
I 5. NERVIO OPTICO.
6. CEREBRO. Interpreta laimagen.  Envia las sefiales
eléctricas al cerebro 3. CRISTALINO. Agranda o reduce su curvatura
para enfocar objetos.

Figura 1. Principales partes del ojo humano y su funcién en el proceso de vision.

A continuacidn, se presenta una descripcion detallada de la cérnea y la retina. Estas dos
partes del ojo humano se eligieron por estar directamente relacionados con la aplicacion del
presente proyecto.
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2.1.1. La cOrnea

La cérnea es un tejido conectivo que es crucial, no solo como barrera principal, para el ojo
sino también como una poderosa estructura refractiva. Como barrera, la cérnea proporciona
integridad estructural al glébulo ocular y protege sus componentes internos de agentes
infecciosos y lesiones fisicas o agresiones quimicas. Por otro lado, como estructura refractiva, tiene
dos propiedades clave: poder refractivo (para la refraccion de la luz) y transparencia (para la
transmision de la luz) [34-35].

La forma de la cornea es prolata, lo que crea un sistema dptico asférico [36]. La cornea tiene
un indice de refraccion de 1.376 y un poder dioptrico de 43 dioptrias, aproximadamente %5 del
poder ocular total [37]. Tiene un espesor de 500 a 700 um, siendo mas delgada en el centro y mas
gruesa en la periferia [33]. La cornea humana mide aproximadamente 11 mm verticalmente y 12
mm horizontalmente, cubriendo la sexta parte anterior de la superficie ocular y estd organizada
en 5 capas, ver Figura 2: epitelio corneal, membrana de Bowman, estroma corneal, capa de DUA,
membrana de Descemet y endotelio corneal. Esta estructura multicapa, le proporciona resistencia

y transparencia, permitiendo que la luz atraviese la cdrnea sin distorsion significativa [38].

Lagrimas —

- Capa de Bowman, 12 pm

Filamentos/fibras de

colageno,
proteoglicanos,

queratocitos

Endotelio, 4 - 6 pm Membrana de Descement, 4 - 15 pum

Figura 2. Seccion histologica de la cornea humana con sus capas. [38].

Debido a que la transparencia es de suma importancia, la cornea sana es avascular, lo que
significa que no tiene vasos sanguineos en su interior. En su lugar, la cornea obtiene oxigeno y
nutrientes del liquido acuoso que la rodea y de las lagrimas. Esta caracteristica tinica contribuye
a la capacidad del ojo para enfocar la luz de manera efectiva en la retina, lo que permite una vision
clara [39].

2.2.1.1. Inervacion corneal

La cornea es el tejido mas densamente inervado del cuerpo humano y se encuentra
irrigada por nervios sensoriales y auténomos. El nervio trigémino, el principal nervio sensorial de

la cabeza, tiene tres ramas sensoriales diferentes: oftalmica (V1), maxilar (v2) y mandibular (V3)
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[40-41]. La mayoria de los nervios que irrigan la cdrnea son nervios sensoriales y la mayoria de
ellos tiene su origen en la rama oftalmica del ganglio trigémino, ver Figura 3.

La rama oftalmica atraviesa la fisura orbitaria superior y luego se ramifica en los nervios
nasociliar, frontal y lagrimal. El nervio nasociliar es responsable de proveer inervacion sensorial
a la parte anterior de la nariz, la cérnea, la conjuntiva y la piel de la frente. Sus principales ramas
sensoriales son: (1) dos nervios ciliares largos que llegan al globulo ocular y perforan la esclerdtica,
constituyendo la principal salida sensorial del ojo; (2) el nervio infratroclear que inerva la cara
medial de los parpados, la nariz y el saco lagrimal; (3) los nervios nasales externos y (4) una rama
comunicante con el ganglio ciliar. El ganglio ciliar es un ganglio parasimpatico ubicado dentro de
la orbita que envia de 5 a 10 nervios ciliares cortos (fibras posganglionares) a través de la rama

comunicante del nervio nasociliar a el ojo [39, 40-42].

al
. | fron\®
O

Ne

Arteria carétida

»

Nervio trigémino
Cornea

Nicleo
salival sup.

\Aferemes conjuntivales

2]
Nticleo motor
facial Ganglio ;
. Ganglio
geniculado 2

esfenopalatino
Figura 3. Esquema representativo de la inervacién del ojo. Imagen modificada de [4].

Los nervios ciliares cortos y largos ingresan al gldbulo ocular alrededor del nervio optico
y viajan hacia el segmento anterior del ojo, experimentando ramificaciones repetitivas. Al llegar
al area limbal, algunas fibras inervan el cuerpo ciliar y el iris, mientras que la mayoria de las fibras
forman una red densa en forma de anillo que rodea el limbo alrededor de la cérnea, dando lugar
al plexo limbal [43]. Desde el plexo limbal, los troncos nerviosos, que en su mayoria no encuentran
con una vaina de mielina para mantener la transparencia, ingresan al estroma corneal radialmente
y luego viajan anteriormente, terminando como terminaciones nerviosas libres que sirven como
“nociceptores” mecanicos, quimicos y térmicos que transmiten informacion sensorial de tacto,
temperatura y dolor en la superficie ocular al cerebro [44]. El nervio frontal, la segunda rama del
nervio oftdlmico, es exclusivamente sensitivo y se ramifica en el nervio supraorbitario para
inervar el parpado superior y el seno frontal, y el nervio supratroclear que proporciona inervacion

en la frente y el parpado superior. Finalmente, la tercera rama del nervio oftdlmico, el nervio
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lagrimal, inerva la glandula lagrimal y algunas zonas de la conjuntiva y la piel del parpado
superior.

La arquitectura y distribucion de los nervios corneales esta organizada anatomica en 4
niveles: nervios del estroma corneal, plexo nervioso subepitelial, plexo nervioso subbasal y

terminales nerviosas intraepiteliales, ver la Figura 4.

Plexo subbasal

Epitelio

Membrana de
Bowman

>

Terminales nerviosas

intraepiteliales Plexo limbal

Nervios estromales Plaxo sibbagal

Plexo subepitelial

Figura 4. Inervacién corneal [38].

Nervios del estroma corneal. Los nervios del estroma corneal son ramificaciones de los
nervios ciliares largos, que provienen del nervio oftdlmico. Los nervios estromales, ingresan a la
cérnea radialmente a través del limbo corneoescleral, en el tercio medio del estroma, y se
ramifican inmediatamente después de entrar en la cérnea. Al entrar en el estroma a una
profundidad de 293 pum, los axones mielinizados (alrededor del 20%) pierden su vaina de mielina
y corren dentro del estroma como fasciculos encerrados por una ldmina basal y células de
Schwann. Las ramas distales de esta arborizacion se anastomosan ampliamente, formando el
plexo del nervio estromal anterior, una red densa y compleja de haces nerviosos y axones
individuales que son responsables de detectar estimulos como el tacto, la presion y el dolor en la
superficie de la cérnea, lo que es fundamental para el reflejo del parpadeo y para mantener la
integridad y la salud corneal [40-44].

Plexo nervioso subepitelial. El plexo nervioso subepitelial es una red de nervios que se
encuentra justo debajo de la capa epitelial externa de la cérnea, conocida como epitelio corneal.
Estos nervios son principalmente fibras nerviosas sensoriales de tipo nociceptiva y tactiles, lo que
significa que son responsables de transmitir sefiales sensoriales como el dolor, la temperatura y la
presién. Anatémicamente, en el plexo subepitelial hay dos tipos de haces de nervios. Uno forma
una red anastomotica compleja de axones individuales y fasciculos delgados que no penetran la

membrana de Bowman; mientras que el segundo tipo consiste en alrededor de 400 a 500 haces
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curvilineos de tamano medio que penetran la membrana de Bowman, principalmente en la cornea
periférica e intermedia. Estos haces de nervios se dividen, cada uno de ellos, en 2 a 20 fasciculos
nerviosos mas delgados que contintian en el epitelio corneal como plexo nervioso subbasal [40-
44].

Plexo nervioso subbasal. El plexo nervioso subbasal es una red de nervios situada entre
las células epiteliales basales y la ldmina basal. Es parte del sistema nervioso periférico y esta
compuesto por 5,000 a 7,000 foliculos nerviosos, distribuidos en un area de aproximadamente 90
mm? y tiene un namero total de axones que se estima entre 20,000 y 44,000. Esta red densa de
fibras nerviosas se extiende por toda la cérnea, proporcionando sensibilidad tactil y nociceptiva
[40-44].

Terminales nerviosas intraepiteliales. Las terminaciones nerviosas intraepiteliales
proceden de los nervios subbasales que viajan horizontalmente a través del epitelio basal, y son
fibras tinicas que giran 90° verticalmente como una profusion de axones terminales que ascienden
entre las células epiteliales, a menudo con una modesta cantidad de ramificacion adicional, hasta
las capas mas superficiales del epitelio corneal. La densidad de inervacion del epitelio corneal es
probablemente la mas alta de cualquier epitelio de superficie. Se estima que cada fibra nerviosa
subbasal da al menos 10-20 terminales nerviosas intraepiteliales. Lo que sugiere que la cdrnea
humana contiene aproximadamente 3,500-7,000 terminales nerviosas/mm?2 [40-44].

La riqueza de la inervacion corneal es vital para el mantenimiento de la integridad de la
cornea y su capacidad para detectar y responder a dafios o irritantes externos, lo que desencadena

reflejos protectores como el parpadeo, la produccion de lagrimas e incluso su re-inervacion.

2.2.2. La retina

La retina es una capa delgada (~0.25 mm de espesor) de tejido neural que recubre la parte
posterior del ojo. Durante su desarrollo embrioldgico, la retina y el nervio Optico aparecen como
esbozos del encéfalo, por lo que, la retina se considera parte integrante del sistema nervioso
central (SNC). Dentro del proceso visual, la retina es la encargada de recibir la energia luminosa
y convertirla en sefiales eléctricas, que luego, se envian al cerebro a través del nervio optico para
ser interpretadas [45].

La retina esta formada por diez capas diferenciables, que en realidad corresponden a 4
capas celulares: epitelio pigmentario retiniano, fotorreceptores, neuronas de conexién intermedia
y las neuronas que dan origen al nervio 6ptico, conocidas como las células ganglionares. Las otras
capas corresponden a las conexiones sinapticas entre estas células nerviosas (plexiforme interna
y externa) y a dos membranas limitantes (membrana limitante interna y externa). De estas capas,
las primeras nueve pertenecen a la retina nerviosa interna (o retina neurosensorial) y la décima

capa constituye al epitelio pigmentario de la retina (EPR) [45-46], ver Figura 5.
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Figura 5. Esquema de las diferentes capas y células de la retina. Imagen modificada de [45].

Epitelio pigmentario de la retina (EPR). Estd formado por una sola capa de células
epiteliales pigmentadas que se interponen estratégicamente entre la retina neural y los capilares
coroideos. El EPR realiza una variedad de funciones de transporte vectorial (agua, iones,
metabolitos, nutrientes y productos de desecho) que regulan la composicion del medio
extracelular y respaldan las funciones de los fotorreceptores y otras células de la retina neural [47-
48].

Fotorreceptores. La retina contiene dos tipos de fotorreceptores: los conos y los bastones.
Estas células sensibles a la luz tienen una estructura constituida por tres segmentos funcionales:
la terminal o cuerpo sinaptico, con el que establecen sinapsis con las células bipolares; el segmento
interno que contiene el nticleo y los organulos; y el segmento externo. La morfologia de este tiltimo
difiere entre conos y bastones, y es lo que les da el nombre a estas células, ver Figura 6a. En ambos
casos, los segmentos externos estan formados por estructuras membranosas, que contienen
grandes cantidades de fotopigmento (proteinas sensibles a la luz). Cuando la luz incide sobre
estos fotopigmentos, desencadenan una serie de procesos bioquimicos que culminan en la
generacion de impulsos nerviosos (sefiales eléctricas).

Los bastones se encuentran en la parte exterior de la fdvea, son los responsables de la
vision escotopica (visidn nocturna) y contribuyen a la vision periférica. Por su parte, los conos se
concentran en la parte central de la fovea (zona de la retina con mayor agudeza visual) y son
responsables de la visioén fépica (vision de dia) y de la vision de color. La Figura 6b, muestra la
posicion de los conos y bastones en la retina.
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Figura 6. (a) Estructura general de conos y bastones y (b) posicion de los conos y bastones en la retina.

Imagen modificada de [50].

Los bastones son mucho mas abundantes (120 millones) que los conos (6 millones). Sin
embargo, mientras que todos los bastones contienen el mismo fotopigmento (rodopsina), motivo
por el cual los bastones no distinguen diferencias en el color, en los conos existen 3 tipos de
pigmento visual, cada uno de ellos sensible a una longitud de onda en particular, lo que les
concede una sensibilidad selectiva a los colores: azul (cono S), verde (cono M) y rojo (cono L). La
combinacién de las sefiales generadas por los tres tipos de conos permite al cerebro percibir una
amplia gama de colores [46, 49].

Capa limitante externa. Es una membrana muy delgada que contiene los segmentos
internos de los fotorreceptores y las células Miiller, las cuales brindan soporte estructural y
metabdlico a las células retinianas. La capa limitante externa actia como una barrera que regula
el intercambio de sustancias entre los fotorreceptores y las capas mds internas de la retina.

Capa nuclear externa. Esta capa estd compuesta principalmente por los cuerpos celulares
de los fotorreceptores. Estos cuerpos celulares contienen los nuicleos de los conos y bastones que
son cruciales para la deteccion de la luz y la conversién de sefiales luminosas en impulsos
nerviosos.

Capa plexiforme externa. Es la zona de sinapsis entre los fotorreceptores, las células
bipolares y horizontales. En esta capa los impulsos nerviosos generados por la foto transduccion
en los fotorreceptores se transmite y modula antes de pasar a capas mas internas de la retina.

Capa nuclear interna. Esta capa de la retina contiene los cuerpos celulares de las células
bipolares, horizontales y amacrinas. Las células bipolares reciben los impulsos nerviosos de los
fotorreceptores y las transmiten a las células ganglionares. Mientras, que las células horizontales
y amacrinas modulan estas sefiales, ayudando en la integracion y el ajuste de la informacion

visual.
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Capa plexiforme interna. Es un é4rea compuesta por un denso entretejido de
prolongaciones de células amacrinas, axones de neuronas bipolares y dendritas de células
ganglionares. En esta capa se lleva a cabo la sinapsis entre las células bipolares y ganglionares; asi
como entre las células amacrinas y ganglionares.

Capa de las células ganglionares (CGR). En esta capa se encuentran las células
ganglionares de la retina, ultimo tipo de células en el procesamiento visual de la retina. Cada
célula ganglionar tiene un axdn que se agrupa para formar el nervio optico, que transporta la
informacion visual al cerebro. Las CGR reciben la informacion visual de las células bipolares y
amacrinas; integrando asi la informacion visual proveniente de las diferentes areas de la retina.
La informacion que transmiten incluye detalles sobre la luz, el color, el contraste y el movimiento,
permitiendo al cerebro interpretar y formar una imagen visual coherente.

Capa de fibras nerviosas. Esta capa de la retina esta formada por los axones de las CGR,
que confluyen en el nervio dptico.

Capa limitante interna. Estructura de tejido conjuntivo que separa la retina del cuerpo
vitreo. Su funcidn principal es proporcionar soporte estructural y estabilidad a las CGR y otras
células de la retina; lo cual, ayuda a mantener la organizacion de las capas de la retina, facilitando

la transmision de impulsos nerviosos desde las CGR hacia el nervio 6ptico.

2.2.3. Enfermedades degenerativas de la retina

Las enfermedades degenerativas de la retina son un grupo de trastornos heterogéneos que
se producen por la degeneracion de los fotorreceptores y/o del epitelio pigmentario de la retina
(EPR), lo que resulta en la pérdida progresiva de la agudeza visual, que conduce a la ceguera. Las
enfermedades degenerativas de la retina con mayor prevalencia son: el glaucoma, la DMRE, la
retinopatia diabética (RD) y la retinitis pigmentosa (RP) [51-52].

En la actualidad, las enfermedades degenerativas de la retina son la causa principal de los
casos de baja vision incurable y ceguera en todo el mundo. Se estima que al menos 500 millones
de personas padecen algtin tipo de enfermedad degenerativa de la retina y se espera que estas
cifras aumenten para el ano 2024 [53]. A la fecha, no existe tratamiento que detenga la evolucion
o logre revertir el proceso patoldgico de estas enfermedades, por lo cual, la mayoria de las terapias
estan enfocadas en mejorar los sintomas y retrasar la progresion de la enfermedad [4]. La

descripcion de las principales enfermedades degenerativas de la retina se presenta a continuacion:
2.2.3.1. Glaucoma

El glaucoma es una neuropatia Optica que se presenta como un dano estructural
caracteristico, asociado con la degeneracion progresiva de las células ganglionares de la retina
(CGR) y axones de la retina, que se hace evidente a nivel de la capa de fibras nerviosas del disco

optico. Esta lesion de los axones del nervio éptico, se debe principalmente al incremento de la
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presién intraocular, alcanzado en ocasiones 60 a 70 mmHg, mientras que la presion normal media
es de 12 a 20 mmHg [54-55].

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el glaucoma es la segunda causa
de ceguera irreversible en personas mayores de 40 afnos. Se estima, que a nivel mundial hay al
menos 11 millones de personas afectadas, y en México se proyecta que existen cerca de un millén
y medio de personas con glaucoma (lo que equivale al 4% de la poblacion en general), y hasta 50
mil casos de ceguera a causa de su deteccion tardia [55].

El glaucoma puede ser congénito o adquirido y se puede sub-clasificar en tres tipos:

glaucoma de dngulo abierto, glaucoma de dngulo cerrado y glaucoma secundario.

A. Glaucoma de angulo abierto. En el glaucoma de angulo abierto, el fluido drena de manera
lenta desde la cdmara anterior, haciendo que la presion se eleve gradualmente, casi siempre
en ambos ojos. De esta manera, se produce la lesion del nervio 6ptico, causando una lenta pero
progresiva pérdida de la vision. La pérdida de vision comienza en los extremos del campo
visual y, si no se trata, acaba extendiéndose por todo el resto del campo visual y finalmente
produce ceguera. Esta clasificacion constituye la forma mads frecuente de glaucoma.

B. Glaucoma de angulo cerrado. En este tipo de glaucoma lo que se produce son ataques subitos
de aumento de presion, generalmente en un ojo. En las personas que sufren esta enfermedad,
el espacio entre la crnea y el iris (por donde sale el fluido fuera del ojo) es mas estrecho de lo
normal. Cualquier factor que provoque la dilatacion de la pupila, como una escasa
iluminacion, las gotas oftalmicas indicadas para dilatar la pupila antes de un examen ocular o
ciertas medicaciones orales o inyectadas, puede hacer que el iris bloquee el drenaje de fluido.
Cuando esto sucede, la presion intraocular aumenta de imprevisto.

C. Glaucoma secundario. Cuando el ojo ha sido dafiado por una infeccion, una inflamacion, un
tumor, una gran catarata o cualquier trastorno ocular que cree una interferencia en el drenaje
de fluido desde la cdAmara anterior, expone al ojo a sufrir un glaucoma de tipo secundario. Las
enfermedades inflamatorias, como la uveitis, se encuentran entre los trastornos mas comunes.
Otras causas frecuentes incluyen la obstruccion de la vena oftdlmica, las lesiones oculares, la
cirugia ocular, las hemorragias dentro del ojo y algunos medicamentos.

Debido a que no todos los tipos de glaucoma se desarrollan siguiendo un patrén en comun

y que la causa de aparicidon no es la misma en todos ellos, los pacientes con estas patologias son

dificiles de diagnosticar. Al principio, el glaucoma no tiene sintomas. No causa dolor y la visién

se mantiene normal. Sin embargo, si el glaucoma no es atendido, las personas empiezan a notar
que ya no ven como antes. Sin tratamiento, las personas con glaucoma pierden lentamente su
vision lateral (periférica). Con el tiempo, la visién central también puede disminuir hasta que se

pierde por completo [55].

En la actualidad, el glaucoma sigue siendo una enfermedad para la que no existe cura. El

estadio final de la neuropatia desembocara en la pérdida de vision. Los tratamientos existentes



Pagina |15 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

tratan de retrasar la pérdida de vision o intentar que la pérdida de campo visual no sea total [54-
55].

2.2.3.2. Degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE)

La DMRE es la causa mas frecuente de pérdida severa de vision en ambos ojos en personas
mayores de 60 afios. El aumento de la esperanza de vida en nuestra poblacion se manifestara en
un aumento exponencial de esta patologia, ya que el riesgo de DMRE aumenta con la edad [56].

Existen dos formas principales de DMRE: seca y himeda. La DMRE seca, también
conocida como atrdfica, es la forma mas comun y representa alrededor del 80% al 90% de los
casos. Se caracteriza por la acumulacion de depodsitos extracelulares llamados drusas en la macula,
el engrosamiento de la membrana de Bruch y la degeneracion de las fotorreceptores. La DMRE
huiimeda, o neovascular, es menos comuin pero mas severa. En esta forma, el crecimiento anormal
de vasos sanguineos debajo de la retina, puede causar cicatrices y pérdida de liquido o sangre, lo
que puede llevar a una rapida pérdida de la vision central [56-57].

Los factores de riesgo para desarrollar DMRE, son: edad avanzada, antecedentes
familiares de la enfermedad, tabaquismo, obesidad y la exposicion prolongada a la luz solar sin
proteccion. Los sintomas iniciales pueden ser sutiles e incluyen: vision borrosa o distorsionada,
dificultad para ver detalles finos y la percepcion de lineas rectas como onduladas. A medida que
la enfermedad progresa, pueden aparecer manchas oscuras en el centro del campo visual y una
mayor dificultad para adaptarse a condiciones de poca luz [57].

El tratamiento de la DMRE varia segtin la forma de la enfermedad y su gravedad. Para la
forma seca, no hay cura, pero se pueden recomendar suplementos vitaminicos y cambios en el
estilo de vida para ralentizar su progresion. En el caso de la DMRE en forma htimeda, los
tratamientos pueden incluir inyecciones intravitreas anti-VEGF que ayudan a reducir el

crecimiento de vasos sanguineos anormales y la acumulacion de liquido.
2.2.3.3. Retinitis pigmentosa (RP)

La retinitis pigmentosa (RP) hace referencia a un grupo de desordenes hereditarios de la
retina que afectan a los fotorreceptores y al epitelio pigmentario de la retina (EPR). Afecta
principalmente a hombres de entre 30 a 40 anos de edad y tiene una prevalencia de uno por cada
4,000 personas [58-59]. Esta condicion estd determinada genéticamente, con raras excepciones y
se pueden clasificar como: no sindromicas o simples (no afectan a otros érganos o tejidos);
sindrémicas (que afectan a otros sistemas, como el oido); o sistémicas (que afectan a multiples
tejidos) [58].

La mayoria de las formas de RP conduce a la muerte de los bastones, lo que conlleva a un
deterioro de la visién nocturna o nictalopia (afeccion visual que impide la correcta visiéon en
espacios poco iluminados) y causa pérdida de la visidn periférica, produciendo una visién de

tinel. A medida que la enfermedad progresa, los pacientes con RP pueden experimentar
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dificultad para distinguir colores, fotopsia (percepcion de destellos de luz), degeneracion
progresiva de los conos y finalmente pérdida de la agudeza visual [46, 59].

Hoy en dia, no existe tratamiento que detenga la evoluciéon de la RP o logre revertir el
proceso patogénico. Actualmente, el manejo clinico de la RP se limita a retrasar la progresion de
la enfermedad mediante el suplemento con multivitaminicos y el tratamiento de complicaciones
o patologias asociadas (edema macular, células en vitreo o catarata). Por lo cual, el enfoque
experimental para el tratamiento de la RP se encuentra en investigacion activa e incluye terapia

genética, trasplante de células madres y el uso de protesis electrénicas en la retina [60-61].

2.3. ESTIMULACION ELECTRICA EN OFTALMOLOGIA

La estimulacion eléctrica (EE) es un tratamiento terapéutico no farmacoldgico que aplica
una corriente eléctrica de baja intensidad a un tejido especifico para activar, regenerar y preservar
sus funciones cuando ha sido alterado por un trauma, defectos congénitos, enfermedades o
envejecimiento [11]. Por ejemplo, la EE se ha aplicado clinicamente para el manejo del dolor, la
cicatrizacion de heridas, lesiones en la médula espinal y el tratamiento de diversas neuropatias
culares [12, 62-63].

Durante los tltimos 10 afios, ha habido un aumento significativo en la investigacion para
desarrollar tratamientos basados en EE que permitan mejorar la percepcion visual. La base de esta
estrategia terapéutica es estimular las neuronas a lo largo de la via visual con corriente eléctrica.
Actualmente, existen ocho rutas por las cuales se ha administrado EE a los pacientes con el
proposito de mejorar su vision, ver Figura 7. Entre estos, la EE transpalpebral y la EE transcorneal
son enfoques minimamente invasivos, ya que solo tocan la piel palpebral y la superficie de la

cdrnea, respectivamente [20, 63].
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Figura 7. Diferentes vias de estimulacion eléctrica del ojo humano [20].

Hasta ahora, la EE se ha aplicado para tratar pacientes clinicos con RP, DMRE y neuropatia

optica. En estos estudios, se ha demostrado que los pardmetros de corriente, como: la frecuencia
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del pulso, la intensidad de corriente y la duracion del tratamiento, son factores que influyen en
los efectos terapéuticos. Ademas, se sugiere que el método para administrar corriente al glébulo
ocular es fundamental para el resultado del tratamiento, ya que afecta la distribuciéon de la
corriente en el ojo [64].

Los mecanismos sugeridos que subyace a los efectos de la EET se resumen en la Figura 8.
Al igual que en otros tejidos, se cree que la EET aumenta la expresion de factores neurotroficos.
En diversos estudios, se ha demostrado que la EET aumenta la supervivencia de las células
ganglionares de la retina (RGC) y los fotorreceptores, probablemente debido al aumento de los
niveles del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), producido por las células de
Miiller. Ademas, se ha comprobado que la EET reduce la inflamacion al inhibir la activacion
microglial, previene la muerte celular apoptdtica, reduce el gen proapoptdtico Bax, inhibe la

secrecion de interleucina-1 (IL-1p3, responsable de la muerte de las neuronas) y reduce el factor de
necrosis tumoral (TNF-) [9, 12, 20, 64-65].
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Figura 8. Mecanismos neuroprotectores de la estimulacion eléctrica transcorneal (EET) sobre la estructura

y funcion de la retina. Imagen adaptada de la referencia [20].

Otros efectos de la EET, incluyen: el aumento de secrecidon de glutamina sintetasa (GS) de
las células de Miiller, lo que mejora la neuro excitotoxicidad mediada por glutamato; aumenta el
flujo sanguineo coriorretiniano a través de la vasodilatacion, aumenta la expresion del factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2), e incide en la supervivencia neuronal al aumentar la entrada
intracelular de los canales de Ca 2+ dependientes de voltaje. Estudios mas recientes han
comprobado que después de aplicar EET, los niveles de ARNm y proteina del factor neurotréfico

derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF) y factor de crecimiento endotelial
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vascular (VEGF) aumenta significantemente en las células Miiller, lo cual permite preservar las

funciones de las neuronas y mantener la homeostasis del medio [8-9, 20, 64-65].

2.3.1. Estimulacion eléctrica transcorneal (EET)

En la practica clinica la EET se administra colocando un electrodo activo sobre la superficie
de la cérnea y un electrodo de referencia sobre la piel alrededor del ojo. Luego, los pulsos de
corriente eléctrica generados por un generador de funciones se administran a través del electrodo
activo. Los parametros de estimulacidon, como la duracion del pulso, la intensidad de corriente, la
frecuencia de estimulacion, la duraciéon de la estimulacion y los tiempos de repeticion, deben
ajustarse y variarse segun el protocolo especifico del tratamiento [12].

Actualmente, la EET se aplica utilizando dos tipos de electrodos: el electrodo Dawson,
Trick y Litzkow (DTL), que se compone de un hilo delgado de nylon recubierto de metal, y el
electrodo para electrorretinograma (ERG), que consiste en una lente de contacto con un anillo de
oro ubicado en la periferia, ver Figura 9. Ambos tipos de electrodos, se colocan sobre la superficie
de la cornea y permiten suministrar una corriente eléctrica al ojo de manera uniforme a lo largo
del sitio del electrodo; es decir, el electrodo DTL administra la corriente eléctrica en la parte
inferior de la cornea y el electrodo ERG en la periferia. En consecuencia, el drea objetivo de la
retina estimulada difiere para cada electrodo: el electrodo DTL activa la corteza de asociacion
visual (que procesa las sefiales de entrada del campo visual superior) y el electrodo ERG produce
la activacion de la corteza visual primaria anterior (correspondiente al campo visual periférico)
[23-24].

(a) (b)

Figura 9. Tipos de electrodos utilizados en la practica clinica para el tratamiento de EET (a) Electrodo ERG
y (b) electrodo DTL [66-67].

Debido a que este tipo de electrodos consiste de un solo elemento de estimulacion eléctrica
y que el area de la retina estimulada depende del sitio de suministro, la resolucion espacial y la

estimulacion eléctrica selectiva estan restringidas. Lo cual, puede limitar el tratamiento de
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pacientes con pérdida de vision central, periferia o total, causada por lesiones retinianas
localizadas [11]

2.4. TECNOLOGIA DE MICROELECTRONICA

La microelectrénica es un subcampo de la electronica. Como sugiere su nombre, la
microelectronica se relaciona con el estudio y la fabricacion de componentes electronicos en la
escala micro y nanométrica. El componente bdsico de la microelectrénica es el transistor,
inventado por John Bardeen, Walter Houser y William Shockley a finales de 1947. Sin embargo,
no fue hasta 1958 cuando Jack S. Kilby de Texas Instruments patento el principio de integracion y
desarrollo con éxito el primer circuito integrado (CI). Se puede decir, entonces, que nacio la
microelectronica [68].

A partir de este momento, la industria de la microelectrénica ha crecido exponencialmente,
pasando de integrar de 1 a 10 transistores por chip con dimensiones de 1 mm a 2 mm; hasta el
desarrollo de dispositivos electronicos complejos; compuestos por circuitos integrados (Cls) que
contienen miles de millones de transistores por chip. [68-69].

El desarrollo y el avance continuo de los procesos de fabricacion de Cls, ha hecho que la
industria de los semiconductores sea una de las mas importantes, debido a su relevancia
estratégica y tecnologica, generalmente en todas las ramas productivas y econdmicas. Por
ejemplo, el uso de CIs ha permitido reducir el tamafio de los sistemas electrénicos, al mismo
tiempo que incrementan su velocidad de procesamiento y disminuyen sus costos (debido a la
fabricacidon por lotes y el uso de silicio). Ademas, la tecnologia de Cls permite integrar otras
tecnologias de procesamiento en un mismo chip, lo cual resuelve diferentes necesidades de la
industria, permitiendo el acelerado desarrollo que se vive en dreas como: telecomunicaciones,
automatizacion, inteligencia artificial, nanotecnologia, bioingenieria, entre otras [70].

Hoy en dia, la industria de los semiconductores esta comenzando a adoptar la tecnologia
de 3 nm, lo cual representa uno de los avances mas significativos en la miniaturizacion de
transistores. Sin embargo, en esta escala de integracion el tamafio del transistor se ha acercado al
limite tecnologico y fisico, lo que requiere el desarrollo de nuevas técnicas, materiales y

estructuras para superarlos [71].

2.4.1. MEMS y BioMEMS

Los avances significativos en la miniaturizacién de la microelectronica han llevado al
nacimiento de una nueva clase de dispositivos, conocidos como sistemas microelectromecanicos
(MEMS). Los MEMS son dispositivos de precision a escala micrométrica, que combinan
componentes mecdnicos y eléctricos para realizar tareas que normalmente se llevan a cabo por
sistemas macroscdpicos [72-75]. Con un tamano que varia desde submicrometros a milimetros

(100 nm a 500 mm), los dispositivos MEMS tienen un enorme potencial, que reside en las ventajas
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que ofrece su tamafo reducido, como: la facilidad de integracion, peso ligero, bajo consumo de
potencia, alta precision y sensibilidad, y costos de fabricacion reducidos debido a la produccién
en masa.

Debido a estas ventajas, hoy en dia los MEMS se aplican a una amplia variedad de campos,
incluidos: aeroespacial, automotriz, militar, telecomunicaciones, microfluidica, quimica y
biomedicina, por mencionar algunos [74-80]. Los dispositivos MEMS aplicados al 4rea médica, se
conocen como BioMEMS. De manera general, los BioMEMS se pueden definir como dispositivos
o sistemas basados en la tecnologia de MEMS que se utilizan para el procesamiento, la entrega, la
manipulacion, el analisis o la activacion de entidades biologicas o quimicas.

Las principales técnicas empleadas en la fabricacion de dispositivos MEMS y BioMEMS
son el micromaquinado de volumen, el micromaquinado de superficie y la fotolitografia. El
micromaquinado de volumen, es un proceso sustractivo que remueve o ataca selectivamente el
material del substrato para obtener las estructuras deseadas. El proceso de grabado puede ser
isotropico o anisotropico, es decir la remocion de material es independiente o dependiente de la
orientacion cristalina del substrato, ver Figura 10a [75].

Por otro lado, el micromaquinado de superficie es un proceso aditivo en el que se
depositan y graban capas delgadas sucesivas de material estructural y de sacrificio. Las
estructuras obtenidas mediante este proceso no influyen en las caracteristicas del substrato, ya

que todos los materiales se depositan en la superficie, ver Figura 10b [75].

Mascara Direceidn [100] Maéscara
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(@)

Material de sacrificio Material de sacrificio

Material estructural Material estructural

Substrato

Substrato

(b)

Figura 10. Comparacion del proceso de (a) grabado isotropico y anisotrépico en la técnica de

micromaquinado de volumen y (b) micromaquinado de superficie.

2.5. NORMATIVA APLICADA A DISPOSITIVOS MEDICOS

Los estandares y normativas para el desarrollo de productos son requisitos esenciales para
asegurar la calidad y uso seguro de los mismos. Dependiendo de su aplicacién, cada producto

debe cumplir con normas especificas, tal es el caso de prototipos o dispositivos para uso médico
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que necesitan cumplir con la norma ISO 10993 misma que a continuacion se describe brevemente

por ser sustento de la caracterizacion y fabricacion del prototipo.

2.5.1. ISO 10993 Biological evaluation of medical devices

La norma ISO 10993 es una serie de estandares internacionales que abordan la evaluacion
bioldgica de los dispositivos médicos para asegurar su seguridad y biocompatibilidad. La serie
ISO 10993 es crucial para el disefio, desarrollo y aprobacion de dispositivos médicos que entran
en contacto con el cuerpo humano, garantizando que no causen efectos adversos o reacciones
perjudiciales. La clasificacion de los dispositivos de uso médico de acuerdo a su naturaleza y la

duracion de contacto con el tejido bioldgico, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los dispositivos de uso médico de acuerdo a la norma ISO 10993.

Clasificacion de Subclasificacion Descripcion
dispositivos

En piel. Ejemplos: electrodos, protesis externas.

En membranas mucosas. Ejemplos: lentes de
Contacto superficial contacto, catéteres urinarios.

En superficies vulneradas (heridas y tlceras).
Ejemplos: Parches oclusivos.

Via sanguinea indirecta. Ejemplos: Sets de

administracién de soluciones.
Por naturaleza del

contacto corporal

De comunicacion En tejido, hueso o dentina. Ejemplos:
externa laparoscopio, cementos dentales.

En sangre circulante. Ejemplos: catéteres
intravasculares y tubos de didlisis.

En tejido o hueso. Ejemplos: placas y clavos
ortopédicos.

Implantables - p p
En sangre. Ejemplos: vélvulas cardiacas y

electrodos de marcapasos.

Contacto tnico, multiple o repetitivo acumulado

Exposicion limitada
P menor a 24 horas.

Por tiempo de Exposicion Contacto tnico, multiple o repetitivo acumulado
contacto prolongada mayor a 24 horas y menor que 30 dias.

Contacto tnico, multiple o repetitivo acumulado

Contacto permanente ,
P mayor a 30 dias.

De acuerdo a la clasificacion de los dispositivos de uso médico, la norma ISO 10993
especifica el conjunto de datos bioldgicos necesarios para cada categoria. De manera general, el
primer paso en la evaluacion bioldgica de un dispositivo para uso médico es la caracterizacion del

material, donde el grado de caracterizaciéon quimica depende de los datos toxicoldgicos y la
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seguridad preclinica o clinica existente. El siguiente paso, son las pruebas de evaluacion biologica
tales como: citotoxicidad, irritacion, biodegradacion, entre otras.

El arreglo de electrodo flexibles para su uso en EE selectiva de la cornea humana, entra en
la categoria de contacto superficial en membrana mucosa de exposicion limitada, para este tipo
de dispositivo de uso médico las pruebas requeridas son: citotoxicidad (ISO 10993-5),
sensibilizacion e irritacion (ISO 10993-10).

2.6. BACKGROUND ORIENTED SCHLIEREN (BOS)

La técnica de schlieren de fondo (Background Oriented Schlieren, BOS), es una técnica
optica, que no requiere contacto mecdnico con la muestra a analizar, y se utiliza para medir
campos de desplazamiento que son proporcionales al gradiente del indice de refraccion
(causados, por ejemplo, por cambios de temperatura), dentro de un area de observacién. Estos
gradientes generan efectos visuales que los humanos observan, como brumas de calor, espejismos
o el efecto fata morgana [80].

Debido a que BOS se basa en el andlisis de desplazamientos del fondo que estd detras de
un objeto, se pueden utilizar fondos disefiados con cierto tipo de estructuras espaciales, tales como
rejillas o puntos aleatorios o se puede usar directamente la textura natural de una superficie. El
fondo se ilumina con luz incoherente para obtener imagenes desplazadas producto de tener como
objeto un fluido con gradientes de densidad espacial [80]. En la Figura 11, se muestra un arreglo
experimental tipico de BOS. De izquierda a derecha podemos apreciar la fuente de iluminacién
seguida de la pantalla de fondo (rejilla o puntos); a continuacion, el objeto de estudio, una lente
formadora de imagen, y finalmente, el sensor CCD conectado a una computadora.

Objeto de estudio
FLlf:nle Pantalla de fondo /

Lente

Computadora

Figura 11. Diagrama esquematico de la configuracion para BOS [82].

Para el andlisis de los desplazamientos de las estructuras espaciales en las imagenes
capturadas se considera la Figura 12; en ella, es evidente el cambio de posicién de las estructuras
del fondo al existir perturbaciones en el camino dptico de la luz, que, en el caso de un fluido, es
ocasionado por cambios de temperatura o en su densidad obteniendo un cambio en el indice de

refraccion; ademas se considera la siguiente expresion [80]:
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_ fZp f 10,
X Ze+25—FJ, dz @

Doénde: 'y no son el indice de refracciéon en funcién del plano de seccion transversal con
coordenadas (x, y) después y antes de colocar el objeto bajo prueba, respectivamente, X es
el desplazamiento de la imagen de un punto del fondo, en dos dimensiones, después de colocar
el objeto, f es la distancia focal de la lente de la camara, Zc es la distancia de la lente al objeto y Zs

es la distancia del objeto a la imagen de fondo.
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Figura 12. Diagrama esquematico de la explicacion de la formacion de imagen en la técnica BOS [81].

Si el fondo corresponde a puntos aleatorios, el desplazamiento de los puntos se puede
calcular mediante el calculo de la correlacion (comparacion espacial) entre la imagen del fondo
sin objeto y la imagen del fondo, con objeto. Si el fondo se compone de una rejilla de lineas
verticales, entonces es posible calcular los desplazamientos de las lineas usando técnicas de
extraccion de fase, como es el algoritmo de Takeda o de Fourier. De esta forma, una vez que X se
conoce, entonces se puede calcular 17, mediante una integracion numérica.

Si se requiere conocer la temperatura del objeto, esta puede ser calculada mediante la
siguiente ecuacion [80]:

_To(ne — 1) @)
(n-1)

Donde, To corresponde a la temperatura del medio ambiente, la cual, al igual que no, es
una variable conocida. Esta relacion resulta de combinar la ecuacion de estado de los gases ideales
y la ecuacion de Gladstone-Dale. Al implementar el arreglo de BOS es importante enfocar
simultdneamente al objeto y al fondo, otorgando mayor importancia al fondo, ya que esa sefial es
la que permite calcular los desplazamientos de las estructuras espaciales del fondo. La técnica
BOS se elige para medir los cambios de temperatura del arreglo de microelectrodos cuando circula

una corriente en el pad-microelectrodo debido a su alta sensibilidad.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. DISENO DEL ARREGLO DE MICROELECTRODOS

El disefio del Layout del arreglo de microelectrodos propuesto, es una mejora del disefio
que reportamos en [11]. Este nuevo disefio estd enfocado en garantizar la reproducibilidad del
proceso de fabricacidn, obtener un dispositivo mas robusto y proponer una nueva distribucion de
electrodos con la finalidad de cubrir una mayor area sobre la cérnea e incrementar el namero de
microelectrodos.

El disefio propuesto del arreglo de microelectrodos, se desarrolld en el software Tanner L-
Edit, el disefio consiste de dos niveles de mascarillas, el primer nivel define las estructuras
metalicas compuestas por 18 microelectrodos independientes, dos electrodos de referencia, 20
pads y 20 lineas conductoras, ver Figura 13a. Los 18 microelectrodos, estan distribuidos en un
area de 6.2 mm x 6.2 mm (4rea de estimulacion), lo que corresponde al drea central y paracentral
de la cornea, ver Figura 13b. Cada microelectrodo tiene un tamano de 250 pm x 250 um y un sitio
de estimulacion de 230 um x 230 um, ver Figura 13c; los electrodos de referencia, dispuestos en la
periferia del drea central de la cornea, tienen una longitud de arco de 5.5 mm y un ancho de 170

um. En cuanto a los pads, se disefiaron de acuerdo al cable comercial Molex modelo 5051102091.

- Area de estimulacion

Electrodo de referencia

Lente de contacto comercial
Substrato flexible

A);ectrodos

Linca conductoras

Sitio de estimulacion S Cornea
230 pm 250 um i}
. 10 pm / \
Contactos eléctricos 5.6mm |\ gom Wnm |
60 pm M s

(@ © @

Figura 13. (a) Disefo propuesto del arreglo de microelectrodos flexibles, compuesto por: 20 pads (parte
inferior), 20 lineas conductoras (parte de en medio), 18 microelectrodos independientes y dos electrodos
de referencia (parte superior), (b) vista detallada del area de estimulacidn, (c) parametros geométricos

clave de los microelectrodos, y (d) diagrama del montaje del electrodo colocado sobre la cérnea.
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Los microelectrodos y los pads estan conectados eléctricamente por lineas conductoras.
Estas lineas metdlicas tienen aproximadamente 31 mm de largo y 60 um de ancho. Las estructuras
metalicas fueron disenadas considerando una bicapa metdlica compuesta de Aluminio/Titanio
(Al/Ti) con espesores de 150 nm y 50 nm, respectivamente. El uso de estos dos materiales cumple
tres propositos: aumentar la conductividad eléctrica de las estructuras, garantizar la
biocompatibilidad del dispositivo y reducir el costo de fabricacion.

La forma del dispositivo y las vias de contacto eléctrico estan definidas por el segundo
nivel de mascarilla, ver Figura 13a patrén color rosa. Como se observa, el disefio cubre todas las
estructuras metdlicas y deja expuesta inicamente la superficie de los microelectrodos y de los
pads (areas de estimulacion e ingreso/registro de las sefales eléctricas). En cuanto a la forma del
disposivo, el disefio incluye cuatro pétalos en el area de estimulacion, esta estructura facilita la
integracion del drea de estimulacion con una lente de contacto y la curvatura de la cornea, ver
Figura 13d. El dispositivo final tiene una longitud de 19.9 mm y de ancho en la parte superior 12
mm y en la parte inferior 10 mm. Es importante mencionar que el arreglo de microelectrodos fue
disefiado para cubrir el drea central y paracentral de la cdrnea, pero puede adaptarse facilmente

para cubrir el drea periférica.

3.2. FABRICACION DE MASCARILLAS

El proceso de fabricacion de los dos niveles de mascarillas disefiados se realizd en el
Laboratorio Nacional de Micro y Nano Tecnologia (LnunT) ubicado en el Instituto Politécnico
Nacional (IPN). Las mascarillas se fabricaron utilizando mascaras comerciales Nanofilm de 5 in x
5in en el equipo Heiderberg Mask Write - DWL66FS. En la Figura 14, se muestran las mascarillas
fabricadas.

(b)
Figura 14. Fabricacion de las mascarillas utilizadas en el proceso de fabricacién del arreglo de

microelectrodos, (a) primer nivel de mascarilla y (b) segundo nivel de mascarilla.
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3.3. CARACTERIZACION DE MATERIALES

Antes de fabricar el arreglo de microelectrodos, se llevo a cabo la caracterizacion de cada
uno de los materiales utilizados en el proceso fabricacion. Esta etapa, permite ajustar y optimizar
pardmetros criticos como: la adherencia, la compatibilidad de materiales, el control de
dimensiones, la resistencia a la corrosion, entre otros. Con la finalidad de minimizar defectos,
obtener un proceso de fabricacion reproducible y mejorar la fiabilidad del prototipo. En este
estudio, los pardametros optimizados, incluyen: curva de tratamiento térmico, tasa de grabado y
rugosidad para la poliimida; tiempo de exposicion, temperatura y revelado para la fotorresina AZ
1512; asi como la tasa de depdsito y grabado para los materiales metalicos: aluminio y titanio. El
proceso de caracterizacion y la fabricacion del prototipo se realizaron en el Laboratorio Nacional
CONAHCYT en Microtecnologia y BloMEMS (LaNMiB) ubicado en el CIO.

3.3.1 Poliimida

La poliimida (PI) es un material polimérico ampliamente conocido por sus excelentes
propiedades térmicas, mecanicas y quimicas. La PI es un material particularmente atractivo en el
area de BioMEMS debido a su alta estabilidad térmica, baja constante dieléctrica, alta resistividad,
biocompatibilidad y flexibilidad. Por lo cual, este material es utilizado como substrato flexible,
aislante eléctrico y recubrimiento. En el proceso de fabricacion propuesto utilizamos la PI-2610 y
2611 como material de substrato flexible y la PI-2610 como material de recubrimiento.

Ambos tipos de PI se depositan mediante la técnica de spin coating a una velocidad de
depdsito que depende del espesor requerido. Una vez depositada la PI se realiza un proceso de
pre-curado térmico y curado termico final para solidificar la pelicula depositada. El pre-curado
térmico se realiza de acuerdo a la hoja de datos del material, donde el fabricante recomienda
colocar la muestra sobre una parrilla térmica a 90°C por 90 segundos y pasarla inmediatamente a
una segunda parrilla a 150°C por un tiempo de 90 segundos. Después, las muestras pasan a un
proceso de curado térmico final, el cual, se caracterizé para obtener los parametros de pelicula
deseada, es decir, integridad fisica, flexibilidad mecanica y biocompatibilidad.

Esta tiltima caracteristica es de gran importancia, ya que el precursor de la PI (acido poliamico,
PAA) se encuentra disuelto en un solvente dipolar basado en N-metil-2-pirolidona (NMP),
elemento con caracteristicas toxicas. Por lo cual, para su uso en aplicaciones médicas, se requiere
que durante el proceso de tratamiento térmico se evapore la mayor cantidad del solvente. Para
comprobar que el tratamiento térmico propuesto cumpla con este requisito, la composicion
quimica de las peliculas de PI se evalu6 mediante pruebas de absorciéon quimica con analisis de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La Figura 15, muestra una
comparacion de los espectros FTIR obtenidos para los procesos de curado térmico propuestos a
300 °C, 350°C y 380°C.
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Figura 15. Espectros FTIR obtenidos para curado térmico de la (a) PI-2610 y (b) PI-2611.

Como se puede observar, el tratamiento térmico a la temperatura de 380°C, mejora el

proceso de polimerizacion del material, ya que, no solo presenta una baja absorcién de la longitud

de onda del compuesto solvente (NMP), en comparacién con las otras dos temperaturas

propuestas (300 y 350°C), sino, que al mismo tiempo mejora el grado de absorcién de la longitud

de onda asociada a los compuestos de interés: amida I, amida II y amida III. Por lo cual, se eligié

esta temperatura para el tratamiento térmico final de las peliculas de PI. La curva del tratamiento

térmico propuesto se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. (a) curva de curado térmico para la PI-2610 y 2611.

Durante el proceso de curado térmico final, el incremento de la temperatura (5°C/min) y

el tiempo de estabilizacion de la parrilla (20 min a 220°C y 30 min a 380°C) son parametros criticos,

ya que, durante el proceso de polimerizacién, la PI es muy sensible a cambios drasticos de

temperatura, lo cual podria provocar defectos o incluso el desprendimiento de la pelicula. Es
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importante mencionar que la PI no puede someterse a temperaturas mayores de 400°C, por lo
cual, un tratamiento térmico mayor al propuesto no es adecuado para el material, ya que en
condiciones de temperatura mayores a 380°C el material se vuelve quebradizo. La figura 17,
muestra el proceso de depdsito de una pelicula de PI y la comparacion entre una pelicula sin y

con defectos.

() ‘ (b) ©
Figura 17. Depdsito de la pelicula de poliimida y pelicula de poliimida después del proceso del

curado térmico (b) sin defectos y (c) con defectos.

Una vez caracterizado el proceso de curado térmico final, se realizaron depdsitos de PI-
2610 y PI-2611 a diferentes velocidades (de 1000 rpm a 8000 rpm) y con las mismas condiciones
de depdsito, es decir, un tiempo de giro de 30 segundos, una aceleracion de 100 rps y el curado
térmico final a 380°C. Los depositos se utilizaron para caracterizar el espesor y el tiempo de
grabado de la PI en funcion a la velocidad de deposito. El espesor de las peliculas se midi6
mediante perfilometria, ver Figura 18b, por lo cual, fue necesario realizar un proceso de
fotolitografia estandar para cubrir ciertas dreas del material y realizar el proceso de grabado

selectivo, ver Figura 18a.
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Figura 18. (a) substratos de silicio con escalon de PI y aluminio y (b) escalén medido mediante

perfilometria para la PI-2610 depositada a 6000 rpm.
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El grabado selectivo de las peliculas de PI-2610 y 2611 se realiz6 con la técnica de grabado
idnico reactivo utilizando el sistema de grabado fisico RIE modelo PE-100 y los siguientes
parametros de procesamiento: gas de oxigeno (O2), flujo de gas de 50 sccm, potencia de 250 W'y
una temperatura de 15°. El tiempo de grabado y el espesor de las peliculas de PI en funcion de la

velocidad de giro de deposito de muestra en la Figura 19.
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Figura 19. (a) Espesor y (b) tiempo de grabado de la PI1 2610 y 2611 en funcién a la velocidad de
giro de depdsito.

Como podemos observar, tanto el espesor como tiempo de grabado de la PI, no es lineal
en funcion a la velocidad de deposito, por lo cual no fue posible obtener una tasa de depdsito fija.
Sin embargo, si graficamos el tiempo de grabado en funcion del espesor (ver Figura 20) es posible
obtener la tasa de grabado, la cual fue de 1.1 um/min para la PI-2610 y de 1.2 um/min para la PI-
2611.
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Figura 20. Tiempo de grabado en funcién al espesor de pelicula para la (a) PI-2610 y (b) PI-2611.
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La PI es un polimero con baja adherencia hacia otros materiales, esta caracteristica se
atribuye a la hidrofobicidad de las peliculas solidas de PI. Por lo cual, fue necesario modificar la
superficie de PI para incrementar su drea de adherencia y poder depositar cualquier tipo de
material sobre la superficie. Para realizar este proceso, se propone desgastar la superficie de la PI
con plasma de O: utilizando las mismas condiciones del proceso de grabado descritas
anteriormente, pero utilizando un tiempo corto de grabado. La rugosidad generada por este
proceso, se midié6 mediante microscopia de fuerza atdmica (AFM), los resultados de la altura

promedio de pico a valle generados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Rugosidad de la PI en funcion al tiempo de desgaste.

A partir de los resultados anteriores, podemos observar que la rugosidad de la superficie
de la PI-2611 incrementa alrededor de 0.2 nm cada 10 segundos. Sin embargo, este
comportamiento ocurre tinicamente para los tiempos de 10, 20 y 30 segundos, para tiempos de
desgaste mayor (40 y 50 segundos) el cambio en la rugosidad no es significativo
(aproximadamente 0.02 nm). Este comportamiento de atribuye debido a que los picos y valles
creados por los iones reactivos pierden material con el tiempo y se crean nuevos picos. Por lo cual,
para el proceso de fabricacion propuesto, se utiliza un tiempo de desgaste de 30 segundos.
Ademas, es importante mencionar que el proceso de desgaste se utiliza entre cada capa de PI

depositada y antes de depositar un metal.

3.3.2. Fotorresina AZ 1512

La fotorresina AZ1512 es el material fotosensible que se utiliza en las diferentes etapas de
fotolitografia durante el proceso de fabricacion propuesto. Este tipo de fotorresina se eligié debido
a sus caracteristicas, que incluyen: excelente adherencia, alta resistencia a la mayoria de las

soluciones grabantes, rango de espesor de 1 um a 1.8 um y por el tipo de fotorresina (positiva).
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En el proceso fotolitografico, la fotorresina AZ 1512 se utiliza como material sensible a la
luz para crear patrones sobre un material. El proceso consiste en cuatro pasos principales:
depdsito, tratamiento térmico, exposicion y revelado, ver Figura 22. El deposito de la fotorresina
se realiza por la técnica de spin coating, donde el espesor final de la pelicula depende de la
velocidad de giro del depdsito y del tratamiento térmico, en este caso utilizamos 4000 rpm. Una
vez finalizado el recubrimiento, se procede a calentar el substrato para evaporar los solventes de
la fotorresina y formar una pelicula delgada sdlida. Este proceso depende de la fotorresina
utilizada, pero por lo general toma un tiempo de 60 a 120 segundos a una temperatura de entre
90°C a 120°C.

Deposito Tratamiento térmico Exposicion Revelado

Mascarilla

2 PR Material a
90°C a 120°C ! — * grabar

60 a 120 segundos Substrato

Substrato

Figura 22. Principales pasos en el proceso de fotolitografia.

Después del tratamiento térmico, la fotorresina cubierta con una mascarilla se expone a
luz ultravioleta, la luz modifica la estructura molecular de la fotorresina seguido de un cambio en
la solubilidad del material, lo cual permite disolver ciertas areas de la fotorresina durante el
proceso de revelado. Los parametros caracterizados para la fotorresina AZ 1512, se muestran en
la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros caracterizados para la fotorresina AZ 1512.

Velocidad de depdsito 4000 rpm

Curado térmico 100°C durante 60 segundos
Tiempo de exposicion 3.5 segundo

Revelador MIF 726

Tiempo de revelado 27 segundos

Espesor 1.4 um

Ademas de los pardmetros descritos en la Tabla 2, se implementd un proceso de pos-
curado térmico a 100°C durante 3 minutos para endurecer a un mas la pelicula de fotorresina
después del proceso de revelado. Este paso se implemento, debido a que la solucidn grabante del
titanio es muy corrosiva. De esta manera aseguramos que la fotorresina mantenga su forma y

propiedades durante el proceso de grabado.
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3.3.3. Titanio

El titanio (Ti) se propone como material estructural del arreglo de microelectrodos
flexibles debido a sus propiedades bien conocidas de biocompatibilidad, resistencia a la corrosion,
bajo costo en comparacion con otros materiales biocompatibles y un bajo médulo de Young, lo
que lo hace ideal para su uso en dispositivos médicos flexibles. No obstante, hay que tomar en
cuenta el valor de la resistividad eléctrica de este material (4.2 x 107 QOm), ya que podria afectar el
funcionamiento de los microelectrodos, debido a un valor de una resistencia eléctrica alto y en
consecuencia de impedancia.

Como solucion a este problema, se propone el uso de una bicapa metalica compuesta de
aluminio y titanio (Al/Ti). Al tratarse de un dep6sito sobrepuesto y no de una aleacion, es posible
reducir el valor de la resistencia eléctrica de las estructuras, sin sacrificar la biocompatibilidad del
prototipo, ya que el Ti queda en contacto directo con el tejido bioldgico, ver Figura 23.

Tejido biolégico

Substrato flexible

Figura 23. Corte trasversal de la bicapa metalica de aluminio/titanio propuesta.

Laresistencia eléctrica de las estructuras de aluminio/titanio, se calculan considerando una

resistencia eléctrica en paralelo, la cual esta dada por la siguiente ecuacion:

_ [R1 X RZ]

=[———= 3
7[R, +R, ®)

Donde, Rr es la resistencia en paralelo, R es la resistencia eléctrica y los subindices 1y 2

representan al aluminio y titanio respectivamente. En esta ecuacion R estd dada por:

l
R Pl
wt

C)

Donde, p es la resistividad eléctrica del metal, [ la longitud, w el ancho y t el espesor de la
estructura. A partir de la ecuacion 3 y 4, obtuvimos los valores analiticos de la resistencia eléctrica
de cada pad-microelectrodo y pad-referencia utilizando aluminio, titanio y aluminio/titanio como
material estructural. Debido a que el disefio est4 definido en espejo, en la Tabla 3 se muestran los

resultados obtenidos para las primeras 10 estructuras.
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Tabla 3. Comparacion entre el valor de resistencia eléctrica calculada para las estructuras de aluminio,

titanio y aluminio/titanio.

Aluminio Titanio Aluminio/titanio
98.03 QO 4.38 kQ 98.05 Q)
107.73 Q) 4.81 kQ 107.54 Q
108.89 Q3 4.87 kQ 108.67 Q)
114.49 QO 5.12 kQ 114.15 Q)
100.38 Q3 4.49 kQ 100.17 Q3
98.85 Q) 4.42 kQ 98.66 Q)
100.38 Q3 4.49 kQ 100.34 Q
97.60 Q 4.36 kQ 97.63 Q)
98.35 Q) 4.39 kQ 98.36 Q)
100.75 Q 4.50 kQ 100.71 Q3

Como se esperaba, el valor de resistencia eléctrica calculado en las estructuras compuestas
de Al/Ti es mucho menor (46 veces menos) que la resistencia eléctrica medida en las estructuras
de Ti y comparable a los resultados obtenidos en estructuras de aluminio. Lo cual, valida la
propuesta de la bicapa metalica como material estructural de los microelectrodos.

En la practica, las peliculas de Ti se depositaron por la técnica se pulverizacion catddica
(sputtering) en el equipo Aja International ATC Orion utilizando una fuente DC, gas argon a 32
sccm, una presion de 5 mT y una potencia de 60 W. Utilizando estos parametros, se depositaron
peliculas de Ti a diferentes tiempos de deposito (10 min, 20 min y 30 min) para caracterizar la tasa
de depdsito del material. Los espesores de las peliculas depositadas se midieron en el elipsémetro
SENTECH Spectra Ray 4 en tres puntos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24.
Como se observa, se obtuvo una tasa de depdsito de 1.6 nm/min.
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Figura 24. Espesor en funcion del tiempo del depdsito del Ti.

Una vez obtenida la tasa de depdsito del Ti, se depositaron peliculas de Ti de 50 nm de
espesor para caracterizar su proceso de grabado selectivo. Esta etapa, implica recubrir ciertas
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areas del Ti mediante un proceso de fotolitografia estandar y sumergir la muestra en una solucion
(Ti-etch) a base de acido fluorhidrico (HF), acido nitrico (HNOs) y agua desionizada (H20) a una
relacion de volumen [1:1:20]. La tasa de grabado obtenida fue de 2.7 nm/segundo.

Como se puede observar, la tasa de grabado obtenida es muy alta, esto se debe a que la
solucion grabante utilizada es altamente corrosiva. Lo cual, ocasiono sobre-grabado lateral de las
estructuras, contaminacion del substrato debido a la saturacion de la solucion y un proceso de
grabado no reproducible, ver Figura 25 (a y b). Como solucién a este problema, intentamos
disminuir la concentracion de los acidos, sin embargo, no obtuvimos remocion del material. Por
lo cual, se propuso: (i) llevar un control preciso del tiempo, (ii) implementar un proceso de pos-
curado térmico de la fotorresina (100°C por 3 min), (iii) realizar movimiento suaves y repetitivos
durante el proceso de grabado y (iv) renovar la solucién grabante para cada proceso. Las
estructuras obtenidas implementado estos pasos se muestran en la Figura 25 (c, d y e). Las

imagenes fueron tomadas con el microscopio digital Vision EVOCAM.

CENTRO DE INVESTIGACIONES
EN OPTICA AC

d) T (e

Figura 25. Estructuras de Ti con defectos obtenidas después del proceso de grabado inicial (a) pistas

conductoras y (b) acercamiento del area de estimulacién. Estructuras de titanio sin defectos,
implementando los pasos propuestos (c) logo del CIO (incluido en el disefio), (d) disefio completo del

prototipo y (e) acercamiento del area de estimulacion.

3.3.4. Aluminio

El aluminio se utiliza como material enmascarante y estructural en el proceso de
fabricacidon propuesto. Su funcién como material enmascarante es para proteger ciertas areas de
la poliimida durante el proceso de grabado selectivo con plasma de O, y como material

estructural, se propone debido a su baja resistividad eléctrica (2.82 x 10 Om), un pardmetro
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relevante para el desarrollo de microelectrodos, y por su bajo médulo de Young (70.5 GPa), el cual
incluso es menor que el del Ti.

Las peliculas de Al se depositaron por la técnica de pulverizacion catodica, utilizando el
equipo Aja International ATC Orion y las siguientes condiciones de depdsito: fuente DC, gas
argon a 32 sccm, una presion de 5 mT y una potencia de 50 W. Los espesores de las peliculas de
Al se midieron mediante dos técnicas: elipsometria y perfilometria. Los resultados obtenidos para
un tiempo de deposito de 10, 15 y 20 minutos se muestran en la Figura 26. Como se observa, ambas
técnicas de medicidon coinciden en el valor del espesor depositado, mostrando una tasa de

depdsito de 2.7 nm/min.
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Figura 26. (a) Espesor de las peliculas de Al medido mediante (a) perfilometria (pelicula depositada

durante 20 minutos) y (b) elipsometria (peliculas depositadas durante 10, 15 y 20 minutos.

El proceso de grabado selectivo del Al se realiz6 con la solucién comercial Al-etch Tipo-A
a 38 °C. La tasa de grabado obtenida fue de 2.5 nm/min; esta tasa de grabado permiti6 obtener un

proceso de grabado controlado, integridad estructural y un proceso reproducible. La Figura 27,

(b)

muestra los resultados obtenidos.

(a)

Figura 27. Estructuras de Al después del proceso de grabado, (a) contorno del dispositivo y (b) arreglo de

pads.
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3.4. PROCESO DE FABRICACION

El arreglo de microelectrodos flexible se fabrico utilizando la tecnologia de
micromaquinado de superficie y electronica flexible. El proceso de fabricacion propuesto,
considera el uso de solo tres materiales estructurales: aluminio, titanio y poliimida; lo que nos
permite obtener un proceso de fabricacion simplificado, ergondmico y reproducible. La Figura 28,

muestra el corte transversal de los principales pasos del proceso de fabricaciéon propuesto y la

CAPITULO 3. METODOLOGIA

siguiente seccion describe a detalle los pasos realizados.

j

Depésito de substrato flexible

2. Depésito de Al (150 nm) y Ti (50 nm)
3. Proceso de fotolitografia estandar
4.  Grabado de la bicapa metalica de ALTi

—_——

5
6.

Depésito de PI-2610 (1.5 um)
Depésito de Al (80 nm)

=

[
L

|

i
N8

Proceso de fotolitografia estandar
Grabado de Al

_

7
8.

= -

:

9.  Grabado de la poliimida
10. Liberacién del soporte mecanico

B oblea de siticio
[[] Poliimida 2611
[] Atuminio
B Titanium

B Fotorresina AZ 1512
7] Poliimida 2610

Figura 28. Diagrama esquematico del proceso de fabricacién del arreglo de microelectrodos.

3.4.1. Procedimiento

1. El proceso de fabricacion inicia con limpieza quimica estandar de las obleas de silicio (Si). En
este proceso, se utilizaron obleas de silicio de 2 pulgadas de didmetro y su funciéon es
unicamente brindar soporte mecanico a las diferentes etapas del proceso de fabricacion. La

etapa de limpieza quimica estdndar consiste en lo siguiente:

a)
b)

<)
d)
e)
f)

Inmersién de las obleas de Si en acetona por 15 minutos en limpiador ultrasénico.

Inmersion de las obleas de Si en alcohol isopropilico por 15 minutos en limpiador

ultrasoénico.

Enjuague en agua desionizada (DI).

Inmersion de las obleas de Si en solucién buffer de HE.

Enjuague en agua desionizada (DI) y

Secado con aire comprimido de alta pureza.
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2. Después, se realizaron tres depodsitos consecutivos de PI para formar un substrato flexible de
aproximadamente 20 um espesor. El primer depdsito fue de PI-2610 y el segundo y tercer
depdsito de PI-2611. La PI-2610 se eligid como primera capa del substrato debido a que
presenta mejor adherencia a la oblea de silicio en comparacion con la PI-2611. Los tres
depositos de PI se realizaron con la técnica de spin coating a 2500 rpm durante 30 segundos y
entre cada depdsito se realizé el proceso de pre-curado térmico y curado termico final descrito

en la seccion 3.3.1. La Figura 29, muestras las principales etapas del depdsito de PI.

(a) (b)

Figura 29. (a) Deposito de la PI por spin coating, (b) tratamiento térmico final y (c) pelicula obtenida.

3. Entre cada depdsito de PI, incluyendo el ultimo, se realizé un proceso de desgaste de la
superficie de la PI para incrementar su rugosidad. Este proceso se realizd en el equipo RIE

utilizando gas de Oz a 50 sccm, una potencia de 250 W y un tiempo de 30 segundos.

4. Una vez desgastada la superficie de la pelicula de PI, se deposité la bicapa metalica de
aluminio y titanio con un espesor de 150 nm y 50 nm, respectivamente. Ambos metales, se
depositaron por la técnica de pulverizacion catddica a una tasa de depdsito de 2.7 nm/min
para el aluminio y de 1.6 nm/min para el titanio (las condiciones de depdsito se detallan en la

seccidn 3.3). La Figura 30, muestra el proceso de deposito y la pelicula obtenida.

() (b)
Figura 30. (a) plasma formado durante el proceso de depésito y (b) pelicula de Al/Ti.
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5. En seguida, se realizd un proceso de fotolitografia estandar utilizando el primer nivel de

mascarilla y la fotorresina AZ 1512 para definir los pads, las pistas conductoras y el arreglo de

microelectrodos. Las diferentes etapas de este proceso se muestran en la Figura 31.

@ (@ (8
Figura 31. Proceso de fotolitografia del primer nivel de mascarilla, (a) depdsito de fotorresina AZ 1512, (b)

tratamiento térmico de la fotorresina a 100°C por 60 segundos, (c) exposicion a luz ultravioleta por 3.5

segundos, (d) revelado y (e y f) estructuras obtenidas vistas con el microscopio digital EVOCAM.

6. A continuacion, las muestras se sometieron a un proceso de pos-curado térmico a 100°C por 3
minutos para endurecer la fotorresina. Luego, las muestras se sumergieron en solucion Ti-etch
durante 28 segundos para grabar de manera selectiva los pads, las lineas conductoras, los

microelectrodos y los electrodos de referencia, ver Figura 32.
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10.

(0 (d)

Figura 32. (a) Muestra inmersa en la solucion grabante Ti-etch. Estructuras de Al/Ti definidas en el
proceso de grabado: (b) arreglo de microelectrodos, (c) logo del CIO y marca de alineacién de la

mascarilla 1y (d) pistas conductoras y pads.

La capa de fotorresina utilizada como material enmascarante en el proceso de grabado del

Al/Ti, se removi6 sumergiendo la muestra en acetona durante 10 minutos.

Después de remover la fotorresina, se deposito una pelicula de PI-2610 a 4000 rpm (~2 um de
espesor) como material de recubrimiento, y se realizé su proceso de tratamiento térmico (ver
seccion 3.3.1.). Posteriormente, la superficie de la pelicula de PI se traté con plasma de Oz para

incrementar su drea de adherencia, ver Figura 33.

@ ©
Figura 33. (a) Deposito de PI-2610, (b) muestras en la camara del RIE y (c) plasma de O-.

Una vez desgastada la superficie de la PI, se deposité una pelicula de aluminio de 100 nm
como material enmascarante. El deposito, se realizé6 mediante la técnica de pulverizacion

catddica, utilizando las condiciones de depdsito descritas en la seccion 3.3.4.

En seguida, se realizé un proceso de fotolitografia estandar utilizando el segundo nivel de
mascarilla. Después del proceso de revelado, la pelicula de aluminio se grabé de manera
selectiva sumergiendo la muestra en la solucion Al-etch a 38 °C durante 60 segundos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 34.
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(a) (b) (0

Figura 34. (a) Deposito de aluminio de 100 nm de espesor y (b) estructura definida en fotorresina y (b)

estructura definida en aluminio.

11. Con el objetivo de definir la forma del prototipo y abrir las vias de contacto eléctrico en la
superficie de los pads y microelectrodos, se grabé de manera selectiva la PI excedente
utilizando el equipo de grabado RIE y las condiciones descritas en el paso 3. Las vias de
contacto eléctrico se grabaron en un tiempo de 15 minutos, mientras que el contorno del
prototipo se grabo en 9 horas. Los resultados obtenidos e muestran en la Figura 35.

)

(0

(© | (d)
Figura 35. (a)marcas de alineacion, (b) pads cubiertos con PI, (c) pads sin PI (después del proceso de

grabado), (d) microelectrodos cubiertos con PI y (d) microelectrodos sin P1.
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12. A continuacion, la pelicula de aluminio utilizada como material enmascarante durante el
proceso de grabado de la PI se removi6 sumergiendo la muestra en solucion al-etch por 90

segundos.

13. Finalmente, desprendimos el arreglo de microelectrodos de la oblea de silicio en agua DI, con

ayuda de una pinza de plastico, ver Figura 36.

(@ b
Figura 36. (a) prototipo sobre la oblea de silicio y (b) prototipo liberado.

El prototipo fabricado se muestra en las Figuras 37 y 38. Especificamente, en la Figura 37a,
podemos observar un acercamiento del arreglo de microelectrodos; con la finalidad de verificar
la integridad de las estructuras después del desprendimiento del soporte mecénico, y en la Figura
37b, se ilustra el electrodo flexible, donde el area de estimulacién se encuentra colocada sobre una
superficie de vidrio céncava para simular su colocacion a lo largo de la curvatura de la cérnea

humana.

() (b)

Figura 37. (a) acercamiento del arreglo de microelectrodos definidos sobre un substrato flexible y (b)

arreglo de microelectrodos colocados sobre una superficie concava de vidrio.

Por otro lado, en la Figura 38 podemos observar el area de estimulacion del prototipo
fabricado acoplada a una lente de contacto suave y sobre la superficie de la cérnea de un modelo
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de ojo BIO marca Volk, con la finalidad de evaluar su capacidad de acoplamiento a la curvatura

real de la cOrnea humana.

(b)
Figura 38. Area de estimulacién del electrodo fabricado acoplado a (a) un modelo de ojo BIO y (b) a una

lente de contacto suave de hidrogel.

Como se puede observar, obtuvimos un arreglo de microelectrodos mecanicamente
flexible, con integridad estructural, robusto y facil de manipular. Ademads, el proceso de
fabricacion y los materiales propuestos, nos permitieron obtener un proceso de fabricacion
reproducible, de bajo costo, tecnoldgicamente factible y compatible con procesamientos a bajas

temperaturas.
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4.1. CARACTERIZACION ELECTRICA

La caracterizacion eléctrica del arreglo de microelectrodos se realizo en la estacion de
pruebas Summit 12000 y el analizador de parametros Keithley 4200A. Las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente; considerando una configuracién de dos puntas, una de las
puntas se coloco sobre el pad y la otra sobre el microelectrodo correspondiente, ver Figura 39. Una
vez colocadas, en una de las puntas se aplicé un voltaje de barrido de -5 V a 5 V con un paso de
0.01 V y la otra punta se asigno a tierra. La curva caracteristica I-V obtenidas para las primeras 10
estructuras se muestra en la Figura 40a y los resultados de resistencia eléctrica (R) para cada pad-

microelectrodo en la Figura 40b.

LR N R R TR

T

9
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16
17

1 I—
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20 I

19 18

Figura 39. Identificacién numérica asignada para cada pad-microelectrodo.
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Figura 40. (a) Curvas I-V obtenidas para las primeras 10 estructuras pad-microelectrodo y (b) los valores

de resistencia eléctrica para cada pad-microelectrodo.
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Como se observa, el compartimiento de las curvas I-V es el esperado para un elemento

resistor y la pendiente es similar en las 10 estructuras debido a que los valores de R se encuentran

en el mismo orden de magnitud. Para las estructuras de menor longitud se obtuvieron valores de
R de 98.27 Q) y para las estructuras de mayor longitud de 114.48 (). De acuerdo a los valores
obtenidos, podemos concluir que el uso de la bicapa metélica de Al/Ti nos permite obtener valores

de R relativamente bajos, lo cual, no solo mejora la conductividad eléctrica de los microelectrodos,

sino, ademas permite reducir los valores de impedancia.

La Figura 41, muestra una comparacion entre los valores de R medido en estructuras
fabricadas de Al, Ti y Al/Ti. Como se observa, las estructuras de Al/Ti tiene valores de R similares

a las estructuras de Al y muestran una R de hasta 66 veces menos que en las estructuras de Ti.

ok . [HIl Aluminio
_ Titanio
a AlTi B
£ 5k L
<
o =
g
8
o 3K+
R
o
T 2k -
R
(%]
[0}
o 1k -
O T T T T
1 2 3 4

5

6

7 8 9 10

Pad-microelectrodo

Figura 41. Comparacion entre los valores de resistencia eléctrica obtenidos experimentalmente para

estructuras fabricadas en Al, Ti y Al/Ti.

A manera de comparacién, en la Figura 42 se presentan los valores de R calculados

analiticamente y los valores medidos para las estructuras Al/Ti.

140 4 Calculada
Medida

120 4

ohm [Q]

100 4_— ol =l ]

80+

60

Resistencia eléctrica

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Pad-microelectrodo

Figura 42. Comparacion de los resultados analiticos y experimentales de la resistencia eléctrica de cada

pad-microelectrodo.
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Como se observa, se obtuvo una variacion minima, la cual fue de +2 Q). Estos resultados,
demuestran la uniformidad y precision de las técnicas utilizadas en el proceso de fabricacion
propuesto. Finalmente, utilizando las mismas condiciones (dos puntas, -5V a 5V, paso de 0.01), se
midi6 la R de cada pad-microelectrodo colocando el area de estimulacion del prototipo fabricado
sobre una superficie concava, ver Figura 43. Esta medicion tiene la finalidad de evaluar el
comportamiento del arreglo de microelectrodos sobre una superficie similar a la curvatura de la

cdrnea y la integridad estructural del dispositivo después de su manipulacion.

(a) (b)

Figura 43. Arreglo de microelectrodos colocado sobre una superficie (a) plana y (b) céncava.
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Pad-microelectrodo

Figura 44. Comparacioén entre los valores de resistencia eléctrica del prototipo flexible colocado en una

superficie lisa (puntos en color negro) y concava (puntos en color rojo).

En la Figura 44, podemos observar que existe un incremento promedio de 1.5Qenla R de
las estructuras medidas sobre la superficie concava. Este comportamiento, lo podemos atribuir al
estrés que sufre la bicapa metdlica durante su flexion. Sin embargo, no representa un parametro

de riesgo para el funcionamiento del prototipo, ya que el incremento en el valor de R es minimo.
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4.2. IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

La impedancia de los microelectrodos se midi6 mediante espectroscopia de impedancia
electroquimica utilizando un sistema de tres electrodos, ver Figura 45. Como se puede observar,
el microelectrodo bajo prueba se sumergio en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
se conectd a una apunta de prueba al equipo potenciostato galvanostato modelo VSP300. Ademas,
se utilizd un electrodo de referencia (Ref) de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) y un
contraelectrodo (CE) de platino. Las mediciones se tomaron en un rango de frecuencia de 1 Hz a
100 Hz con un voltaje de perturbacion sinusoidal de 15 mV.

VPS-300 1.
I

P . | I—

Punta
CE
Soluciéon PBS
I i
Raf Microelectrodos

(@ (b)

Figura 45. Configuracién de tres electrodos para la mediciéon de impedancia, (a) disefio esquematico y (b)

arreglo experimental.

La grafica de espectroscopia de impedancia medida de los microelectrodos se muestra en
la Figura 46a. Como se observa, la curva obtenida presenta un comportamiento capacitivo,
mientras que la magnitud de la impedancia promedio disminuye con el aumento de la frecuencia.
A la frecuencia de 1 Hz la magnitud de la impedancia medida fue de 6.36 M(), mientras que para
la frecuencia de 100 Hz se obtuvo una impedancia de 284 kQ.

Si bien, la impedancia electroquimica se evaluo para el rango de frecuencia de 1 Hz a 100
Hz, el rendimiento de los microelectrodos se considera para el rango clinico de interés, el cual es
de 11 Hz a 30Hz, ya que para la aplicacion de EE, este rango de frecuencia es el utilizado para
activar la retina. En la Figura 46b se muestra un acercamiento de la impedancia obtenida en este
rango (11 Hz a 30 Hz), donde podemos observar un cambio en la magnitud de la impedancia de
1.75 MQ para 11 Hz a 791 kQ para 30 Hz. Los valores obtenidos se encuentran dentro del rango
deseado de impedancia para su uso en EE y el registro de sefiales, y es comparable e incluso menor
al valor de impedancia de otros microelectrodos, que informaron valores de impedancia en el
orden de MQ) [82-86].
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Figura 46. (a) Impedancia de un microelectrodo bajo prueba en el rango de frecuencia de 1 Hza 100 Hz y

(b) impedancia en el rango clinico de interés (11 Hz a 30 Hz).

La variacion del valor de impedancia de un microelectrodo a otro en el mismo dispositivo,
es crucial para evaluar la uniformidad de EE y deteccion de sefiales durante su funcionamiento.
Por lo cual, la impedancia se midi6é para los 18 microelectrodos. Los resultados, indican una
pequena variacion, lo cual valida la buena calidad del proceso de fabricaciéon. La Figura 47,
muestra los resultados de impedancia obtenidos para cuatro microelectrodos, a fin de mostrar la
variacion de impedancia presentada.

—— Microelectrodo 1
8M - —— Microelectrodo 2
—— Microelectrodo 3
™+ —— Microelectrodo 4

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Frecuencia [Hz]

Figura 47. Comparacion de la impedancia obtenida para cuatro microelectrodos.

4.3. REGISTRO DE SENALES ELECTRICAS

La capacidad de los microelectrodos para propagar y registrar sefiales a través de una
solucién salina fue evaluada utilizando el esquema de la Figura 48. Como se observa, el arreglo
de microelectrodos se sumergio en solucion de Hartmann y para suministrar y registrar la sefial

eléctrica se emple6 un generador de funciones Hewlett modelo 33120a y un osciloscopio Tektronix
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modelo TDS 2004, respectivamente. En el esquema propuesto, la sefial de entrada se suministra a

un pad mediante una punta de prueba, mientras el registro se realiza en el microelectrodo
correspondiente, ya sea en contacto directo o en proximidad.

Hewlett 33120A /\ /

Generador

de funciones j‘@] '@]

Osciloscopio  en1i7k
TDS 2004

A | “ T
RVAVAVARCE -] ifa

=

Solucion de Hartmann

Figura 48. Esquema utilizado para el registro de sefales eléctricas.

Las pruebas se realizan suministrando una sefial senoidal a una frecuencia de 11 Hz con
un voltaje pico a pico de 1V. En la primera prueba se registré la sefial suministrada al pad en el
microelectrodo correspondiente (en contacto directo). La Figura 49, muestra los resultados
obtenidos. Como podemos observar, la sefial registra (curva azul) es de la misma magnitud que

la sefial suministrada (curva amarilla), ya que, presenta la misma frecuencia y amplitud.

® Stop M Pos:
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11.001kH:

(@) - (b)
Figura 49. (a) Sefial suministrada (curva amarilla) en el pad y registrada (curva azul) en el
microelectrodo correspondiente y (b) resta de la sehal de entrada y salida (linea roja).

Este resultado se corroboré restando la sefial de entrada y de salida en el osciloscopio, la
curva resultante es una linea recta horizontal (linea roja, Figura 49b), lo que indica que ambas

senales son iguales. Esto significa que la sefial eléctrica suministrada no se ve afectada por ningtin
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defecto fisico de la estructura pad-microelectrodo que pueda causar trayectorias no uniformes de
la sefial de entrada.

La segunda prueba se realizo registrando la sefial suministrada en la solucion salina
circundante al microelectrodo (sin contacto directo). Las sefales registradas a aproximadamente
1 mm y 5 mm de separacion del microelectrodo se muestran en la Figura 50. Como se observa,
en ambos casos la senal registrada mantiene su frecuencia sin evidencia de desfase. Sin embargo,
la sefial registrada presenta una atenuacidon cuya magnitud depende de la distancia de lectura;
cuanto mayor es la distancia, menor es la amplitud de la sefial. Esta disminucion en la amplitud
se atribuye a la impedancia de contacto electroquimico en la interfaz entre el electrodo y la
solucion salina.

Si bien, la atenuacion de amplitud de la sefial registrada es significativa, especialmente a
una distancia de 5 mm, esta prueba se realiz6 con el objetivo de garantizar que el arreglo de
microelectrodos transmita una sefial a la cornea. En las pruebas de EE o el registro de la respuesta
eléctrica de la retina en un estudio de electrorretinograma, el electrodo y la cornea estan separados
por la pelicula lagrimal, cuyo espesor es de aproximadamente 3 um. Por lo tanto, estas pruebas
demuestran que el arreglo de microelectrodos es capaz de transmitir y registrar una sefial eléctrica

a través de este espesor.
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Figura 50. Sefial registrada en un medio salino circundante a un microelectrodo ubicado a (a) Imm y (b) 5

mm de separacion.

4.3.1. Transmitancia de la PI

De acuerdo a los resultados anteriores, el prototipo fabricado tiene el potencial de registrar
senales eléctricas localizadas, por ejemplo, sefiales tipo Electrorretinograma (ERG). El estudio de
ERG permite evaluar la salud de la retina y se realiza aplicando un impulso luminoso a diferentes
intensidades al ojo del paciente, en consecuencia, la retina se activa y genera una sefial eléctrica
que se registra en la superficie de la cérnea, generalmente con el uso de un electrodo ERG-JET.

Debido a que las peliculas de PI presentan una coloracion amarilla, se evaluo la transmitancia del
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material utilizando el elipsometro espectroscopico Spectra Ray 4 en un rango de longitud de onda
de 240 nm a 1050 nm.

La Figura 51, muestra los resultados obtenidos, como se observa una pelicula de PI de
aproximadamente 20 um de espesor presenta una transmitancia del 91.2% para la longitud de
onda de interés, es decir, luz visible (400 nm a 700 nm), lo cual, asegura que el arreglo de
microelectrodos definidos sobre un substrato de PI deja pasar la mayor cantidad de luz para
activar la retina, incluso podemos observar que el valor de transmitancia es muy simular a una

lente de contacto comercial de polimero o acrilico, las cuales presentan valores de transmitancia

del 90%.
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Figura 51. Transmitancia de una pelicula de poliimida de 20 um de espesor.

4.4. CARACTERIZACION TERMICA

La temperatura de los microelectrodos durante su operacion es un pardmetro relevante,
debido a que el tejido corneal se puede danar a partir de una temperatura de 45°C. En los
microelectrodos, el calentamiento de las estructuras se debe a la circulaciéon de corriente, por lo
cual, se realiza un andlisis térmico de los microelectrodos mediante simulacion y
experimentalmente utilizando una cdmara térmica y la técnica BOS.

4.4.1. Simulacion

La distribucién de temperatura del arreglo de microelectrodos se modelo en software
Comsol Multiphysics ®. La simulacion se realiza construyendo el modelo pad-microelectrodo con
las mismas dimensiones del disefio propuesto y utilizando los mismos materiales, es decir, una
bicapa metdlica de Al/Ti. Una vez construido el modelo, se asigna una malla y el software realiza
un andlisis de la corriente y la temperatura generada en la estructura pad-microelectrodo. El
analisis se realizd aplicando un barrido de voltaje de 1 a 10 V y considerando una temperatura
ambiente de 293 °K (19.85 °C) sin voltaje aplicado.
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La Figura 52, muestra la temperatura simulada de la estructura pad-microelectrodo para
un voltaje aplicado de 10 V. Este resultado de simulacion se eligié debido a que visualmente
presenta los mayores cambios de temperatura. De este conjunto de imagenes, en las Figuras 52 (a
y b), se presenta la vista superior de las estructuras (pad, pistas metalicas y microelectrodo) y en
las Figuras 52(c y d) un acercamiento de la distribucién de temperatura en la superficie superior

e inferior del microelectrodo y la pista conductora.

V=0V Temperatura (k) V=10V Temperatura (k)

o

i
(a) (b)

V=V Temperatura (K) . V=V Temperatura (k)

Figura 52. Resultados del proceso de simulacion a una temperatura a 10 V (a y b) vista superior de las
estructuras (pad, pistas metalicas y microelectrodo), (c) distribucion de la temperatura en la superficie
superior del microelectrodo y las pistas (titanio), y (d) distribucién de la temperatura en la superficie

inferior de las pistas (aluminio).

Como se observa en las Figuras 52(a, b y c), el incremento de la temperatura de la estructura pad-
microelectrodo se concentra en el volumen del microelectrodo y en la superficie inferior de las
pistas metalicas. Este comportamiento se puede atribuir al tamafio de los microelectrodos y a la
baja resistencia eléctrica de la pelicula de Al (en comparacion con la pelicula de Ti), lo que provoca
que un mayor flujo de corriente circule a través de la estructura de Al. La temperatura promedio
simulada es de aproximadamente 19.99 °C (293.14 K) a 24.66 °C (297.81 K) para un voltaje aplicado
de 1V al0V, respectivamente.

La Figura 53, muestra el resultado promedio de la temperatura simulada para un barrido
de voltaje de 1V a 10 V y la temperatura obtenida para el volumen del microelectrodo, la superficie
superior e inferior de la pista conductora y el pad. Como se observa, la temperatura maxima

obtenida se registrd en el microelectrodo y fue de 35.45°C (308.6 K) para un voltaje aplicado de 10
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V. Este incremento de temperatura se encuentra dentro del rango permisible para evitar dafio a

un tejido bildgico por temperatura.
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—— Superficie superior (Ti)
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Figura 53. Temperatura promedio simulada para la estructura pad-microelectrodo y la temperatura
localizada en el pad, en la pista conductora y el microelectrodo.

Es importante mencionar que el voltaje que se aplica para estimular eléctricamente el ojo
humano se encuentra por debajo de 1 V, por lo cual, el arreglo de microelectrodos fabricado es
adecuado para su uso en EE de la cdrnea, ya que el incremento maximo de temperatura registrado
para un volt es de 0.17 °C.

4.4.2. Camara Térmica

La temperatura de los microelectrodos, primeramente, se midié utilizando una cdmara
térmica marca IRISYS modelo IRI4010 (incluye un sensor de matriz de microbolémetros tipo TEC
(thermoelectric cooling or heating) de VOx (6xido de vanadio) de 160 x 120 pixeles, campo de
vision de 20° x 15°, rango espectral de 8-14 micras, distancia de trabajo de al menos 30 cm, NETD
(noise equivalent temperature difference o minima diferencia de temperatura medible) de 0.08 °C,
precisiéon de +0.4 °C a 23 °C, rango de medicion de -10 °C a 250 °C, y velocidad de video de 9 fps).
Las mediciones se realizaron en un prototipo fabricado sobre un substrato de vidrio; el dispositivo
se coloco en una platina y se posicionaron dos puntas de prueba: una sobre el pad y la otra sobre
el microelectrodo correspondiente.

La cdmara térmica se colocd en la parte superior a una distancia de entre 5 mm a 10 mm
de los microelectrodos y posteriormente, se aplico un barrido de voltaje de 0 a 10 V utilizando una
fuente de corriente variable. El arreglo utilizado para medir la temperatura del arreglo de

microelectrodos se muestra en la Figura 54.
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Figura 54. Arreglo utilizado para las mediciones de temperatura con una camara térmica (a) arreglo

completo y (b) acercamiento en la region de los microelectrodos.

Los resultados de temperatura se observaron en la pantalla de la cdmara térmica, ver
Figura 55. Sin embargo, no fue posible medir los cambios de temperatura en funcion al voltaje

aplicado, debido a la resolucion de temperatura de la cdmara.

Figura 55. Pantalla de la cdmara térmica, donde podemos observar el arreglo de microelectrodos a una

temperatura mayor a la temperatura ambiente.

4.4.3. Background Oriented Schlieren (BOS)

El método dptico BOS se utilizé para estimar los valores de temperatura del aire que se
encuentra exactamente por arriba de la superficie del electrodo (esta region se conoce como capa
limite). Este tipo de mediciones no pueden ser realizadas por una camara térmica, ya que estas
generalmente se calibran para medir la temperatura de la superficie de objetos y no la del aire en
la capa limite.

El arreglo 6ptico utilizado consiste de un LED de luz blanca que ilumina una rejilla de
frecuencia espacial de 1000 Ipi (25 micras de periodo espacial). El prototipo del microelectrodo se

coloco sobre una platina y se utilizaron dos puntas de prueba (una sobre el pad y otra sobre el
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microelectrodo) para suministrar un barrido de voltaje de 0 a 10 V en pasos de 2V. La Figura 56,
muestra las diferentes partes del arreglo 6ptico utilizado: una cdmara CCD de 11 Mpix (2672 x
4008 pixeles) de resolucion y su lente formadora de imagen (300 mm de distancia focal) y el
microelectrodo. Es importante resaltar que la lente se colocd a 1 m de distancia del sensor de la
camara, con el objetivo de obtener una regién de observacion de solamente 7 mm. El objeto bajo
prueba (conformado por la pista de aluminio de longitud de 3 cm y el microelectrodo cuadrado
de 200 pm de lado) se coloco en forma longitudinal; es decir, con el eje de la pista a lo largo de la
direccién de observacion de la camara, con el proposito de aumentar el efecto térmico sobre el aire

dentro de la capa limite (de unos pocos mm).

(c) (d) (e)

Figura 56. (a) arreglo dptico utilizado para medir la temperatura de los microelectrodos por la técnica

BOS, (b) LED, (c) camara CCD, (d) lente, (e) prototipo sobre la platina y conectado a dos puntas de
prueba.

En las Figura 57 y 58, se presentan los resultados obtenidos. Las figuras 57(a - d) se refieren
al caso de alimentacion de voltaje de 2 V:

La Figura 57a es la imagen original tomada durante la medicion (los ejes x y y estan en
pixeles), en esta imagen se aprecian las puntas de prueba y la rejilla; ademas, se indica, con linea
blanca punteada, la region de interés (ancho x altura: 4.7x2.3 mm).
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La Figura 57b muestra la transformada de Fourier de la imagen original, la cual se usa en
el método de Fourier (en linea violeta se indica el filtro pasabandas, para aislar a uno de los 16bulos
espectrales).

La Figura 57c es el mapa de fase Optica resultante (los colores denotan la fase en radianes).
Note que los valores de fase estan alrededor de 1/100 periodo, donde un periodo de la rejilla
corresponde a 6.2814 radianes: esto implica que el método garantiza una alta resolucién en fase.

La Figura 57(d) es el mapa de temperatura. El color denota la temperatura en °C. La
temperatura ambiente del laboratorio fue de 24 °C. Se observa un flujo de aire caliente que
corresponde basicamente a un flujo de conveccidon natural (en forma natural, se tienen flujos de
aire con velocidades de 10 cm/s). El electrodo (de 200 pm de tamario) esta colocado cerca del pixel
1000, a lo largo del eje horizontal. En general, el mapa de temperatura muestra la presencia de un

gradiente de temperatura de 0.5 °C dentro de la region de observacion.
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Figura 57. Resultados obtenidos para el voltaje aplicado de 2 V, (a) imagen original, (b) transformada de

Fourier, (c) mapa de fase dptica resultante y (d) mapa de temperatura.
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En las Figuras 58(a - h) se presentan los resultados de fase y temperatura, para los casos

donde se aplicé un voltajede 4V, 6V, 8 Vy 10 V, respectivamente. Considerando estos resultados,

se desprenden las siguientes observaciones:
1.

400

El flujo de aire presente en el experimento basicamente se refiere al flujo por conveccion
natural. El flujo de aire causado por el calentamiento del electrodo es relativamente
pequenio respecto al de conveccién natural: en cada caso de medicion, se observa un flujo
cambiante, resultado del caracter aleatorio del flujo convectivo natural.

El gradiente de temperatura esta alrededor de 0.5 °C. Debido a la gran influencia del flujo
convectivo natural en el experimento, no se observa ninguna tendencia de la temperatura
con el voltaje aplicado. Para observar dicha tendencia, es necesario realizar una mejora del
experimento; por ejemplo, usando una celda transparente para evitar parcialmente el flujo
convectivo natural.

La variacion de temperatura, en la posicion del electrodo (pixel 1296,1000) varia en un
rango de 0.3 °C, en forma aleatoria, reflejando el hecho de que la variacién por flujo
térmico por el electrodo es mucho menor que el por conveccion natural.

Los resultados numéricos indican que la variacion de la temperatura de la superficie

respecto al voltaje aplicado es cercana a 0, como lo sugiere el anterior punto.
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Figura 58. Resultados de fase y temperatura obtenidos para un voltaje aplicado de (a, b) 4V, (c,d) 6 V, (e,

f)8Vy (g h)10V.

A pesar de no haber medido la temperatura, los resultados nos permitieron confirmar que
se pueden medir valores de temperatura del orden de 0.1 ‘C. Ademas, la influencia del flujo de

aire por conveccion natural debe ser considerado en el disefio de los experimentos.

4.5. BIOCOMPATIBILIDAD

De acuerdo con la norma ISO 10993, para el prototipo fabricado es necesario realizar
pruebas de citotoxicidad, sensibilidad e irritabilidad en contacto con tejido biologico. Por lo cual,
para cumplir con dichos requisitos, se implanto el prototipo durante dos semanas en el craneo de
una rata. El procedimiento quirurgico se realizé en la Universidad Iberoamericana Ciudad de
Meéxico por personal calificado. Después de la cirugia la rata recibié atenciéon posoperatoria,
controles periddicos de salud e inspeccién de la herida.

El conjunto de microelectrodos permanecié implantado durante dos semanas; durante
este periodo, se monitored la temperatura del animal, el consumo de alimento y agua, el peso
corporal y la actividad motora. Durante este tiempo, se examind visualmente el tejido circundante
en busqueda de signos de inflamacion e infeccién y después de la implantacion, el prototipo
extraido se examino bajo un microscopio para evaluar posibles dafios. El proceso de implante del

arreglo de microelectrodos en el craneo de la rata se muestra en la Figura 59.

(b)
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Figura 59. Implantacion del arreglo de microelectrodos en el craneo de la rata: (a) procedimiento

quirtrgico, (b) evolucion del implante después de una semana, (c) extraccion del implante después de dos

semanas, y (d) conjunto de microelectrodos extraido.

En esta etapa de desarrollo del prototipo, la evidencia sugiere que el animal no mostro6
reacciones inmunes o toxicas, ver Figura 59(b, c), debido a que no se observaron alteraciones en
ninguno de los pardmetros registrados y no hubo signos de inflamacion, infecciéon o cambios en
la piel o el craneo de la rata. La region del conjunto en contacto con el craneo o cualquier tejido no
mostrd signos de dafio, como se representa en la Figura 59d. En cuanto al comportamiento, el
animal no presento angustia, dolor, comportamiento erratico o movimientos anormales.

Todos estos datos indican que el prototipo no es citotdxico y es biocompatible con el tejido
bioldgico. Sin embargo, el siguiente paso para su uso en humanos es realizar pruebas histologicas.



Pagina |59

CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y TRABAJO A
FUTURO

5.1. CONCLUSIONES

Los principales resultados de este proyecto de investigacion, permiten presentar las siguientes

conclusiones:

1. Se presenta el disefid novedoso de un arreglo de microelectrodos distribuidos en la regién
central y paracentral de la cdrnea para su uso en estimulacion eléctrica selectiva y el registro

de senales localizadas.

2. Se desarroll6 un proceso de fabricacion completo de microelectrodos flexibles mediante la
combinacion de la tecnologia de micromaquinado de superficie y electrénica flexible en el
Laboratorio Nacional CONAHCYT en Microtecnologia y BioMEMS (LaNMiB).

3. El uso de una bicapa metalica de Aluminio/Titanio como material estructural del arreglo de
microelectrodos permite reducir significativamente la resistencia eléctrica de las estructuras
pad-microelectrodo en comparacion con estructuras de Ti (hasta 46 veces menos). Ademas, al
tratarse de un depdsito sobrepuesto y no de una aleacion, se conserva la biocompatibilidad

del prototipo, ya que el titanio queda en contacto directo con el tejido bioldgico.

4. La técnica de depdsito y proceso de curado térmico de la PI-2610 y PI-2611 cumplen
satisfactoriamente con los requisitos mecdnicos y de biocompatibilidad del prototipo. El
espesor del substrato, de aproximadamente 20um, proporciona una estabilidad mecdnica
adecuada, lo que facilita la manipulacion del dispositivo y su conexion eléctrica; mientras que
la presencia minima del solvente NMP en las peliculas solidas de PI garantiza que el material

sea seguro para su uso en aplicaciones médicas.

5. El proceso de fabricacion propuesto utiliza tinicamente tres materiales: aluminio, titanio y
poliimida, lo que nos permite obtener un proceso de fabricacion simplificado, ergondmico y
reproducible. Ademads, en comparacion a otros trabajos que integran microelectrodos de

titanio/platino o titanio/oro, es posible reducir el costo de fabricacion.

6. La caracterizacidn eléctrica del prototipo fabricado mostré una buena correlaciéon con los
calculos analiticos, presentando una variacién promedio de +2 Q). Este resultado valida la
precision y uniformidad del proceso de fabricaciéon. En cuanto a las estructuras colocada sobre

una superficie concava, se observo un incremento promedio de 1.5 {) en comparacién con las
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10.

11.

12.

estructuras evaluadas sobre una superficie plana. Este aumento se atribuye al estrés mecanico
que experimenta la pelicula metdlica durante su deformaciéon. No obstante, es importante
destacar que este cambio en resistencia es minimo y no compromete el funcionamiento del

prototipo.

La caracterizacion electroquimica mostrd un valor de impedancia de los microelectrodos de
1.9 MQ a 791 kQ en el rango de frecuencia de 10 Hz a 30 Hz, respectivamente. Estos resultados
se encuentran dentro del rango deseado para su uso en EE (no mayor a 8 M Q) y, ademas, son
comparables a otros microelectrodos que informaron valores de impedancia en el orden de
MQ.

Se demostro que el arreglo de microelectrodos es capaz de transmitir y registrar una sefial de

eléctrica a través de un medio salino circundante con pérdidas relativamente bajas.

Las pruebas realizadas en solucion de Hartmann demostraron que el arreglo de
microelectrodos fabricado es capaz de transmitir y registrar una sefial eléctrica a través de un

medio salino sin que se vea afectada la calidad de la sefial.

Se demostr6 que un substrato de poliimida de aproximadamente 20 pm de espesor permite el
paso del 91.2% de la luz visible, lo cual es comparable a una lente de contacto. Esta alta
transmitancia asegura que la cantidad de luz blanca necesaria para activar la retina pueda
atravesar el material de manera eficiente. Estos hallazgos respaldan la viabilidad del prototipo

para su aplicacion en electrorretinografia.

La simulacion de la distribucion de temperatura del arreglo de microelectrodos, realizada en
Comsol Multiphysics®, indica que el incremento de temperatura se concentra en la superficie
inferior de las lineas conductoras y en el microelectrodo. Este comportamiento se debe a la
alta conductividad del aluminio y al tamafio reducido del microelectrodo. En estas zonas de
mayor temperatura, se registr6 una variacion de 0.17 °C a 35.45°C para un voltaje aplicado de
1V a 10 V, respectivamente; valores de temperatura seguros para su aplicacion en tejido
biologicos. Dado que el voltaje utilizado para estimular la cornea es inferior a 1V, el prototipo

demuestra ser adecuado para aplicaciones de estimulacion eléctrica sin riesgo de dario tisular.

Se utilizé una camara térmica y la técnica dptica BOS para comprobar la temperatura del
arreglo de microelectrodos en funcion al voltaje aplicado (1 V a 10 V). Sin embargo, no fue
posible medir la temperatura de manera experimental, lo que llevo a las siguientes
observaciones:

a. Laresolucion de temperatura de la cdmara no fue suficiente.



Pagina |61 CAPITULO 5. CONCLUSIONES

b. La técnica BOS mide la temperatura del flujo de aire circundante al microelectrodo
(conveccion), por lo cual, es mucho menor a la temperatura del metal.

c. Seestima que la temperatura en la region del microelectrodo es de 0.3 °C, sin embargo,
al ser menor que la influencia del flujo convectivo natural (aproximadamente 0.5°C),
el resultado no se considera confiable.

d. Los resultados obtenidos nos permitieron confirmar que se pueden medir valores de
temperatura del orden de 0.1 °C. Por lo cual, la influencia del flujo de aire por

conveccion natural debe ser considerado en el disefio de los experimentos.

13. Las pruebas de biocompatibilidad in-vivo indican que el prototipo fabricado no es citotdxico
y es compatible con el tejido bioldgico. Esto sugiere que el prototipo no provoca reacciones
adversas y puede integrarse adecuadamente en el entorno bioldgico, cumpliendo con los

requisitos establecidos por la norma ISO 10993.

14. Finalmente, obtuvimos un prototipo de arreglo de microelectrodos mecanicamente flexible,
biocompatible, robusto y con alto potencial para ser utilizado en la estimulacion eléctrica

selectiva de la cdrnea y el registro de sefiales localizadas tipo electrorretinograma.
5.2. TRABAJO A FUTURO
Como trabajo a futuro se propone:

1. Desarrollo de un prototipo de estimulacion eléctrica selectiva integrado a un sistema de

comunicacion inaldmbrico.

2. Disenio de un arreglo de microelectrodos distribuidos en las tres regiones de la cornea (central,

paracentral y periférica).

3. Desarrollo de un sistema de generacion de la sefial de estimulacion eléctrica, similar a la

respuesta eléctrica de una retina saludable.
4. Realizar pruebas adicionales de citotoxidad en tejido biologico.

5. Cumplir con los requisitos de la COFEPRIS para iniciar con pruebas de estimulacion eléctrica

en animales y tejido bioldgico humano.
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