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MEMS Sistemas microelectromecanicos (por sus siglas en ingles)
NFC Nanofibras de carbono

NTC Nanotubos de carbono

NTCPM Nanotubos de carbono de paredes multiples
NTCPS Nanotubos de carbono de pared simple

PA Potencial de accion

SEM Microscopia electrénica de barrido

SNR Relacidn seiial a ruido (por sus siglas en inglés)
TEM Microscopia electrénica de transmisién

Vm Potencial de membrana celular
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Resumen

Los nanotubos de carbono de paredes multiples han sido propuestos como un material intere-
sante y novedoso en la construccién de la siguiente generacion de los electrodos neuronales. En este
trabajo se cultivaron células NG108-15 sobre la superficie de un electrodo de nanotubos de carbono de
paredes multiples y mediante microscopia de fuerza atdmica y microscopia electrénica de barrido, se ob-
serva que las células crecieron desarrollando una extensa red de neuritas haciendo contacto intimo con
los nanotubos de carbono; lo que tiene como consecuencia que las células tengan una excelente adhesion
con la superficie del electrodo. Estas caracteristicas son importantes para obtener registros electrofisio-
I6gicos con una alta relacidn seiial a ruido. Posteriormente, se estimuld y se registré la actividad electro-
fisioldgica a través del electrodo y se observd que éste ultimo no modifica las condiciones funcionales de
la célula. Con el electrodo de nanotubos de carbono de paredes multiples también fue posible registrar la
dinamica de las corrientes idnicas de célula completa mientras que con un microelectrodo de vidrio se
registrd la magnitud y el curso temporal de los potenciales de accién de manera simultdnea, utilizando
dos sistemas de “Patch Clamp”. A continuacién, un modelo de punto de contacto fue construido para
describir este sistema.

Por otra parte, se realizé el modelado y la simulacién por el método de los elementos finitos de
la interfase para describir su comportamiento cuando se estimulaba a la célula con un pulso de voltaje
mediante el electrodo de nanotubos de carbono de paredes multiples. En esta etapa se construyeron las
geometrias de la célula, el electrodo y se utilizd el modelo de Hodgkin-Huxley asi como la ecuacién de
continuidad para simular el comportamiento en el tiempo de la célula y del electrodo/medio extracelular
respectivamente. Cada geometria de la interfase fue construida como un componente independiente y
posteriormente integrado en un sistema que representa la geometria realista de esta; de esta manera, el
comportamiento de la interfase fue simulado con diferentes condiciones de operacidn de acuerdo a las
caracteristicas geométricas.

Se plantea que la instrumentacién, el desarrollo experimental, el modelado y la simulacién desa-
rrollados en este trabajo contribuyen a comprender mejor los mecanismos involucrados en la transmisién
de seiales eléctricas en la interfase neuronal y son de utilidad en el disefio y el analisis de cualquier tipo
de interfase nanoestructurada. Estos conocimientos pueden ser aplicados fundamentalmente en el estu-
dio de la fisiologia celular, estudios farmacolégicos y en el diagndstico de enfermedades.

Es importante resaltar que el registro de las corrientes idnicas de célula completa obtenido expe-
rimentalmente fue hecho de manera extracelular, lo cual es novedoso y de gran utilidad pues permite
monitorear la dindmica de estas corrientes durante la produccién de potenciales de accién sin la necesi-
dad de tener sistemas de registro complicados. Asimismo, la incorporacién de geometrias reales obteni-
das por microscopia de fuerza atdmica a los modelos de trasmisidn de sefiales eléctricas en la interfase
neuronal es también novedoso y, como se puede observar en el trabajo, muestra claramente que existen
diferencias en la respuesta celular al estimulo cuando se utiliza una geometria sencilla o una real.
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Abstract

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) have been proposed as a desirable material to fabricate
the next generation of neural electrodes. In this work, NG108-15 cells were cultured over a plain MWCNT
electrode (MWCNTe) surface. Atomic Force Microscopy (AFM) and Scanning Electron Microscopy (SEM)
illustrate that cells grew developing a complex network, with neurites getting close contact and strong
adhesion to the electrode surface; these two last features are the key factor to obtain good records of the
whole-cell ion current (Ic) with high signal to noise ratio (SNR). Then, we stimulate and record the elec-
trophysiological activity of the cells through the electrode and observe that the MWCNTe does not alter
or modify it.

Based on experimental results, a specific Finite Element Method (FEM) model and simulation (de-
veloped during this work) the behavior of the whole system was described stage by stage to understand
the processes when a voltage stimulus is applied. Results of theoretical modeling were in good agreement
and supported by the experimental findings. Besides, it helps to describe the way in which electrical sig-
nals transmit through the interface between the MWCNTe and the NG108-15 cells and, evoke the elec-
trophysiological activity of the last. The interface behavior was simulated at different operation conditions
and in function of the cell and the electrode geometry characteristics and modifications. Each geometry
of the interface was constructed as an independent component and finally integrated into a large multi-
component system in order to describe the real interface geometry. This knowledge could be crucial in
the design and in the interpretation of any kind of nanostructured interface in such physiological systems.

With our specially designed electrodes, we observe the dynamics of the ion currents and the mag-
nitude and time course of an action potential (Ap) simultaneously using two independent Patch Clamp
systems (Bi-Patch Clamp), also especially adapted in the thesis. A point contact model was used to de-
scribe the simultaneous recording of an induced Ap and the Ic which rises it by means of a simulation. We
believe that the newly developed instrumentation, the experimental and the modeling and simulation
procedures will contribute to a better understanding of the fundamental mechanisms involved in the cell
interface communication, mainly in cell physiology, pharmacology studies and diseases diagnosis.
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l. Introduccion

El registro y la estimulacion de la actividad electrofisioldgica en células neuronales se ha
realizado comtinmente con fines terapéuticos o de investigacion. Para llevar a cabo este procedi-
miento, es necesario colocar un electrodo neuronal (EN) en la region donde se encuentra la neu-
rona que se desea estimular y/o registrar, formando asi un sistema integrado por estos dos com-
ponentes y por el medio extracelular (ME); el cual, estd compuesto basicamente de agua y sales,
entre otros elementos (Waterhouse & Farmery, 2012). La zona que comprende la superficie del
electrodo, el medio extracelular y la membrana celular es la que denominaremos como interfase
neuronal (IN).

Medio extracelular

Membrana
celular

\

Célula
neuronal

Interfase
neuronal

=
Electrodo neuronal

Figura I-1. Esquema de la interfase neuronal.

El conocimiento de lo que sucede en la IN cuando se lleva a cabo la estimulacion del tejido
es importante ya que permite determinar las caracteristicas que debe tener la sefial de estimula-
cidn, asi como las caracteristicas de disefio y las caracteristicas intrinsecas del electrodo las cuales
son necesarias para realizar una adecuada estimulacidn del tejido. Esta zona es muy importante
porque aqui se transmiten las sefiales que comunican a ambos componentes y donde se presenta
la impedancia y otros factores que determinan la forma en que se propaga la sefial a través del
tiempo y el espacio. Del mismo modo, esto es relevante para cuando el EN es utilizado como
elemento de registro de la actividad electrofisioldgica de la neurona.

Por lo que el presente trabajo se centra en comprender como se propagan las sefiales de
comunicacion a través de la IN que se genera entre un EN, cuyo componente principal es una
pelicula de nanotubos de carbono (NTC), y una neurona. Para lograr esto, se empled el conoci-
miento tedrico asi como la metodologia establecida respecto a los procesos de modelado y simu-
lacién en ENs, asi como el desarrollo de la experimentacion requerida para la obtencion de datos
de las variables no reportados en la literatura especializada como las caracteristicas fisicas reales
de la célula o el sustrato; que son datos importantes para el proceso de modelado.

El modelado y la simulacion de la interfase se compone de varias etapas que culminan
con la obtencién del modelo propuesto, del cual se espera obtener informacion que permita en-
tender la forma en que las senales eléctricas se transmiten en ésta tanto en el proceso de registro
como en el de estimulacion y que tenga un determinado poder predictivo, para poder utilizarlo
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a futuro como una herramienta computacional para el disefio de electrodos neuronales construi-
dos a partir de materiales nanoestructurados.

Por otra parte, aprovechando los elementos asi como la instrumentacion disefiados y cons-
truidos para la obtencion de los datos experimentales necesarios para el modelo, se desarrolld
una aplicacidn especifica de registro simultaneo del potencial de accién (PA) y de la corriente
ionica (Ii) de una neurona cultivada sobre un electrodo de nanotubos de carbono de paredes mul-
tiples (eNTCPM).

A continuacion, se presentan los conceptos necesarios para comprender el tema; en esta
primer parte se describe qué es un EN, su clasificacion, los materiales que los constituyen, asi
como las desventajas que presentan algunos de los electrodos actuales y la opcidon que presentan
los materiales creados por la nanotecnologia para su construccion.

Definicion, tipos y propiedades de electrodos neuronales

Los ENs son dispositivos extracelulares que permiten el estudio del comportamiento elec-
trofisiologico de neuronas individuales o en red, en el tiempo y el espacio mediante la conversion
de una sefial generada por un flujo de electrones a una sefial generada por el flujo o movimiento
de iones y viceversa (Fromherz, 2003). Dichos electrodos, se han convertido en una herramienta
esencial en investigacion basica y aplicada dentro del campo de la electrofisiologia (Marom &
Shahaf, 2002) (Figura I-2). En ciencia basica una aplicacion interesante es el registro simultaneo
de potenciales de accion y sus corrientes ionicas asociadas lo cual, es importante para observar
como un cambio en la cinética y la magnitud de estas corrientes podria afectar la frecuencia de
disparo, la amplitud, la forma u otras importantes caracteristicas de los potenciales de accion
(Szentandrassy et al., 2014), (Grant, 2009), (Faber & Rudy, 2000). Esta informacion podria ser de
utilidad para estudios en ciencia basica, fisiologia celular y farmacologia asi como también para
la deteccion de condiciones patoldgicas (Sigworth & Klemic, 2005), principalmente en células car-
diacas (Chen-Izu, Izu, Nanasi, & Banyasz, 2012). En neurologia, por ejemplo, los ENs son emplea-
dos:

¢ Con fines terapéuticos en el tratamiento de enfermedades como el Parkinson, la epilepsia
o la depresion (Mogilnera, Benabidb, & Rezai, 2001).

¢ En la restauracion de funciones nerviosas que han sido dafiadas por accidentes o enfer-
medades neurodegenerativas, como: lesiones en la médula espinal o accidentes cerebro
vasculares (Andrews, 2007).

e En las llamadas interfases neuronales o dispositivos auxiliares del sistema nervioso, tales
como: implantes cocleares, marcapasos, protesis de miembros superiores e inferiores, pro-
tesis de vejiga, protesis visuales (Veraart et al., 1998) y en el registro/estimulacion de re-
giones corticales para el control cognitivo de dispositivos de asistencia (Marom & Shahaf,
2002), (Massobrio, Baijon, Maccione, Chiappalone, & Martinoia, 2007).
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Figura I-2. ENs empleados en electrofisiologia para estimular y registrar neuronas. a) Se muestran dos tipos de ENs
utilizados en investigacion bdsica: una micropipeta de vidrio, la cual actua sobre neuronas de manera individual, y
una serie de electrodos de oro que a su vez actuan sobre poblaciones neuronales (Imagen tomada de:
http://www.ecuadorciencia.org/noticias.asp?id=1576&fc=20070603). b) Diversos tipos de microelectrodos de tipo
invasivo que actuan sobre poblaciones neuronales empleados con fines terapéuticos, en la restauracion de funciones
nerviosas y en las interfases neuronales (Imagen tomada de Polikov, Tresco, & Reichert, 2005).

La clasificacion de los ENs varia de acuerdo con su propdsito, la posicion anatomica
donde se colocan, su selectividad, etc. (Sinkjeer & Popovic, 2006), como algunos ejemplos de los
electrodos que se utilizan en aplicaciones clinicas se tienen: electrodos en brazalete (Sinkjeer &
Popovic, 2006), (Meier, Rutten, & Boom, 1998), electrodos intrafasciculares (Cogan, 2008), electro-
dos regenerativos (Navarro et al., 2005), (Rutten, 2002), entre otros. El avance de los procesos de
fabricacion en microelectronica, ha permitido la creacion de electrodos a escalas menores y con
mejores propiedades de selectividad (microelectrodos).

Por su construccion, este tipo de microelectrodos se pueden presentar como arreglos li-
neales, bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D) (Navarro et al., 2005), (Quiroz, Moreno, &
Jaramillo, 2007), (Donoghue, 2002) (Figura I-2b). También, se construyen electrodos a base de
transistores CMOS-FET (“Complementary metal-oxide-semiconductor — Field-Effect Transistor”)
en los cuales la neurona o la red neuronal se exponen directamente sobre este elemento de regis-
tro/estimulacion. Los materiales mas comunes con los que se construyen estos tipos de electrodos
son metales como: oro, platino, aleaciones platino-iridio, tungsteno, acero inoxidable; o materia-
les semiconductores como: el dxido de titanio, nitruro de titanio, 6xido de indio, silicio, éxido de
silicio (Rutten, 2002).

La mayoria de los ENs de reciente creacion se han implementado in vitro y pese a que se
ha mejorado bastante su disefio y la forma en que se construyen, los materiales entre otras carac-
teristicas fisicoquimicas que los componen, no han logrado cubrir en su totalidad los requeri-
mientos necesarios para conseguir que: el registro/estimulo neuronal conserve una alta resolucion
espacial sin incrementar lo invasivo del electrodo, mejoren su selectividad y hacer que los mate-
riales utilizados para su construccion tengan la capacidad de adaptarse a los cambios fisicos del
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tejido nervioso con el fin de no provocar lesiones en €l (Hierlemann, Frey, Hafizovic, & Heer,
2011).

Desventajas del registro/estimulacién neuronal por medio de los ENs actuales

El éxito de los ENs depende de variables como: la flexibilidad, el tamaftio, la superficie de
contacto, asi como de la biocompatibilidad estructural y superficial; esto es, que las caracteristicas
mecanicas y superficiales del electrodo no provoquen danos ni reacciones toxicas al entrar en
contacto con la region donde van a ser colocados. Otra caracteristica importante es la estabilidad
a largo plazo, ya que las propiedades de registro/estimulo de los electrodos actuales tienden a
degradarse con el tiempo por el incremento de su impedancia; lo cual, es originado por la forma-
cion de capas de proteinas en los sitios de contacto como resultado de la reaccion del tejido y del
entorno debido a la presencia del electrodo (Oweiss, Wise, Lopez, Wiler, & Anderson, 1999). Al-
gunas de las principales limitaciones de los ENs actuales son:

e Laresolucion espacial (selectividad). En aplicaciones dentro del campo de la biofisica exis-
ten ocasiones donde es preciso registrar/estimular de manera muy selectiva, como en una
especie de pixel, la region (o neuronas) en la vecindad inmediata al electrodo y no en
regiones cercanas a otros electrodos. Algunos de los electrodos tienen dimensiones de en-
tre 18 y 200 um las cuales, son mayores a las de las neuronas (10-30 um); por lo tanto, al
registrar la actividad electrofisiologica de una neurona, se obtiene una senal generada por
mas de una de ellas (Moulin et al., 2008). Por otro lado, si el electrodo es empleado para
estimular y no es lo suficientemente selectivo, se corre el riesgo de excitar una poblacién
neuronal amplia y no una o algunas neuronas en particular (Leao et al., 2010).

e Laimpedancia. Otro aspecto transcendental de los electrodos actuales y en especifico de
los microelectrodos es que, debido a su area de contacto tan pequena, la impedancia al
igual que los niveles de ruido pueden incrementarse demasiado (Cheung, 2009).

Por las razones descritas, la siguiente generacién de electrodos ha buscado emplear los
nuevos materiales introducidos por la nanotecnologia. Particularmente, se piensa que los NTC
pueden ser empleados en el perfeccionamiento de las caracteristicas de los electrodos de regis-
tro/estimulacion existentes o, en la construccion de nuevos electrodos desarrollados a partir de
este material.

Definicion, tipos y propiedades de los nanotubos de carbono

Los NTC pueden ser considerados como una hoja de grafeno que se enrolla formando un
cilindro, cuyos bordes se encuentran unidos sin costura, ademas de tener los extremos cerrados.
Cada nanotubo estd compuesto de anillos hexagonales formados por atomos de carbono, mien-
tras que sus extremos estan compuestos de anillos pentagonales. Los anillos hexagonales se for-
man cuando cada atomo de carbono se une a otro mediante enlaces covalentes, que son enlaces
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quimicos muy fuertes y contribuyen en gran medida al establecimiento de las propiedades me-
canicas y electronicas de los nanotubos. Por otra parte, la estructura molecular de los NTC deriva
de la quiralidad o tipo de geometria que adquieren durante su fabricacion, que a su vez se define
por el vector y el angulo de quiralidad. El vector de quiralidad por definicion, es la linea conec-
tada desde dos sitios cristalograficos O-A en una estructura 2D de grafeno que definen la celda
unitaria, mientras que el dngulo de quiralidad es el angulo que se describe entre el vector de
quiralidad y la direccion de la linea de zigzag (Chen et al., 2006) (Figura I-3a). Para angulos qui-
rales de 0° y 30°, se forman los nanotubos tipo “zigzag” y “armchair” los cuales, desde el punto
de vista eléctrico, se comportan como materiales semiconductores y metalicos, respectivamente.
Para diferentes angulos, se forman los nanotubos denominados “quirales”, que se comportan
como materiales semiconductores (Figura I-3b).

(¢) Quiral (Semiconductor)

Figura I-3. Esquema de la estructura molecular de distintos tipos de NTC. a) Hoja de grafeno que muestra la disposi-
cidn de los dtomos de carbono en una red de elementos hexagonales ademds de los vectores y el dngulo de quiralidad
(Imagen tomadas de Seetharamappa, Yellappa, & D’Souza, 2006). b) Diferentes estructuras moleculares de NTC de-
rivadas de la quiralidad que dan origen a elementos semiconductores o metdlicos desde el punto de vista eléctrico
(Imagen tomada de Morales-Reyes, 2009).

Por la forma en que se producen, existen fundamentalmente dos tipos de nanotubos: NTC
de pared simple (NTCPS) (Figura I-4a) y NTC de paredes multiples (NTCPM) (Figura I-4b)
(Daenen et al., 2003). Los nanotubos tienen didmetros que pueden variar desde 1 hasta aproxima-
damente 300 nm y longitudes que van desde algunos nm hasta varios pum. En ese aspecto, cabe
destacar que las dimensiones de los NTC se aproximan a las dimensiones que se encuentran a
nivel neuronal, por ejemplo, en las dendritas o la laminina, que es un componente extracelular de
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anclaje con dimensiones de aproximadamente 50 x 75 nm (Ayad, Boot-Handford, Humphries,
Kadler, & Shuttleworth, 1998). Esta similitud en dimensiones supone una adecuada interaccién
mecanica, donde las neuronas pueden desarrollar una mejor adhesion y contacto con los nanotu-
bos.

a)

Figura I-4. Esquema de los tipos de NTC. a) NTCPS. b) NTCPM.

Las propiedades mecanicas y eléctricas de los NTC dependen de su estructura atomica
que esta relacionada directamente con la alta anisotropia del grafeno. Los nanotubos tienen bue-
nas propiedades elastomecanicas, ya que el arreglo 2D de los atomos de carbono en la hoja de
grafito permite amplias distorsiones fuera del plano, mientras que la fuerza en los enlaces car-
bono-carbono mantienen la hoja de grafito excepcionalmente fuerte en contra de cualquier dis-
torsidn en el plano. De esta forma, los NTC tienen la habilidad de mantener cargas considerables
para amplios angulos de deflexion ademas de ser muy ligeros (Ajayan & Ebbesen, 1999). Algunas
de las caracteristicas mecanicas importantes en comparacion con otros materiales se muestran en
la Tabla I-1.

Tabla I-1. Comparacion de las propiedades mecdnicas de los nanotubos (Ajayan & Ebbesen, 1999).

Material Moédulo de Young (GPa) Resistencia a la traccion (GPa) Densidad (g/cm?3)
NTCPS 1054.000 150.000 -
NTCPM 1200.000 150.000 2.600
Acero 208.000 0.400 7.800
Epoxy 3.500 0.005 1.250
Madera 16.000 0.008 0.600

El comportamiento eléctrico de los NTC como materiales conductores o semiconductores
depende del arreglo de los d&tomos de carbono en su estructura que esta relacionado con el vector
de quiralidad (Gaddamanugu, 2009) y con su didmetro (Ajayan & Ebbesen, 1999). En los nanotu-
bos, el flujo de corriente eléctrica se considera que es normalmente balistico o sin dispersion, en
ambos casos, la resistencia es baja, logrando con ello portar altas corrientes con calentamiento
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despreciable (Burke, 2002), (Rosenblatt, 2006). Algunas caracteristicas eléctricas importantes en
comparacion con el cobre son las siguientes:

e DPresentan un transporte de electrones libre de dispersion. En el cobre o el oro, por ejemplo,
existe dispersion de electrones originada por la frontera de grano (arreglo estructural).

e Poseen un camino libre medio de dispersion de electrones de varios pm en comparacion
con el cobre que es de aproximadamente 40 nm (“mean free path scattering”).

e Soportan densidades de corriente de hasta 10'° A/cm? mientras que el cobre es susceptible
a electromigracién para densidades de corriente mayores a 10° A/cm?.

e Cuentan con una excelente conductividad térmica de entre 1700 a 3000 W/mK, mientras
que en el cobre es de 400 W/mK (Schwartz, 2004).

Red o pelicula delgada de nanotubos de carbono

El manipular este material de manera individual y de forma simple presenta un reto com-
plejo, por lo que su manipulacién en red o como pelicula delgada presenta una solucion factible
sin ser por ello menos compleja. Dentro de una red de NTC puede existir una combinacion de
nanotubos metalicos y semiconductores, donde el contacto que existe entre cada uno de ellos
presenta una contribucioén a la resistencia total del sistema. La transmision de electrones en estos
sitios de contacto ocurre por el denominado efecto tanel (Kaiser et al., 2002) y, la ruta que siguen
los electrones en esta red es definida por la o las vias de nanotubos que presenten menor resis-
tencia a su paso (American & New, 2007). Es importante mencionar que la conductividad en una
red de NTC puede ser modificada mediante la uniformidad superficial o mediante la cantidad de
nanotubos presentes en la pelicula entre otras técnicas de fabricacion o tratamientos superficiales
(Marinho, Ghislandi, Tkalya, Koning, & de With, 2012), (Jack et al., 2010), (Park et al., 2008),
(Bekyarova et al., 2005).

Por otra parte, las caracteristicas de rugosidad superficial de un sustrato tienen un efecto
relevante sobre la adherencia y el crecimiento de las neuronas. En especifico, se ha observado que
sustratos nanoestructurados a base de redes o peliculas delgadas de NTC facilitan ambos aspectos
(Blau, 2013), (Sorkin et al., 2009), (Price, Ellison, Haberstroh, & Webster, 2004), (Fan et al., 2002).

Debido a las caracteristicas mecanicas, eléctricas y de adhesion celular que se han re-
portado sobre los NTC, se piensa que pueden ser utilizados en la construccion de la siguiente
generacion de EN; en particular las superficies o peliculas delgadas fabricadas con este material,
presentan nuevas posibilidades en la forma de interactuar a nivel celular (Bareket-Keren &
Hanein, 2012), (Fabbro, Bosi, Ballerini, & Prato, 2012), (Nunes, Al-Jamal, Nakajima, Hariz, &
Kostarelos, 2012).
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Caracteristicas de algunos electrodos construidos con nanotubos de carbono

Actualmente ya se han construido (Vitale, Summerson, Aazhang, Kemere, & Pasquali,
2015), (Yoon et al., 2013), (Voge & Stegemann, 2011) o modificado (Baranauskas et al., 2011), (Ben-
Jacob & Hanein, 2008), (Keefer, Botterman, Romero, Rossi, & Gross, 2008) ENs a base de NTC y
se ha encontrado que estos elementos mejoran las capacidades de los electrodos disponibles. Al-
gunos de los resultados que muestran los NTC:

e Aumentan la capacitancia especifica; es decir, la capacitancia por unidad de area o volu-
men, asi como también disminuyen la dependencia de la impedancia respecto a la fre-
cuencia. Con esto, se mejora el comportamiento del electrodo haciendo que los procesos
no-faradicos sean los que predominen en la estimulacion y que los cambios de frecuencias
no afecten en demasia los registros obtenidos (Fan et al., 2002).

¢ Inducen una minima respuesta inmune en tejido vivo (Hsu, Parker, & Joshi, 2008) ademas
de que proveen una excelente superficie para el crecimiento y la adhesién neuronal (bio-
compatibilidad).

e Enred o como pelicula delgada tienen la capacidad de transmitir sefiales bioeléctricas sin
distorsion (Morales-Reyes, 2009), pues mejoran el contacto entre el electrodo y la neurona
mediante la reduccion de la distancia entre ellos (Blau, 2013), (Bulai, Molchanov, Denisov,
Pitlik, & Cherenkevich, 2012), (Briiggemann et al., 2011) y por consiguiente, la disminucion
también de la impedancia (Fan et al., 2002), (Ferguson et al., 2012), (Robinson et al., 2012),
(Duan et al., 2012), (Cellot et al., 2009).

e Muestran gran sensibilidad a los cambios electrostaticos en el medio que los rodea gracias
a la eficiente transferencia de carga entre los nanotubos y las moléculas de adhesion en la
superficie (Massobrio, Massobrio, & Martinoia, 2008).

e Se puede obtener una excelente resolucion espacial, permitiendo la estimulacidon/registro
bioeléctrico de una neurona en una red neuronal o en lugares especificos de la misma
debido a sus dimensiones fisicas.

Cabe mencionar que los reportes de estabilidad a largo plazo de los electrodos neuronales
construidos en base a NTC o NFC son escasos y los tiempos presentados en la literatura abarcan
desde los 7 a los 200 dias (Guitchounts, Markowitz, Liberti, & Gardner, 2013; Kolarcik et al., 2015;
Kozai et al., 2012; Vitale et al., 2015). Hasta ahora se ha descrito la definicidn, la finalidad, la cla-
sificacion, los materiales asi como otras caracteristicas importantes y deseables de los electrodos
neuronales, incluyendo la posibilidad de utilizar a los NTC como elementos constituyentes. A
continuacion, se discutird cdmo es que la neurona produce pequenas corrientes eléctricas que los
ENs registran o modifican a través de la interfase que se genera entre ellos y el porqué es impor-
tante estudiarla.
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Actividad eléctrica neuronal y su registro/estimulo mediante un electrodo neuronal

Las neuronas son células excitables cuya actividad eléctrica natural es generada y regu-
lada por mecanismos dindmicamente complejos y altamente no lineales (Carnevale & Hines,
2006) que se comunican mediante la produccién y transmisién de senales eléctricas conocidas
como potenciales de acciéon (Germann & Stanfield, 2004).

Las neuronas se componen de un cuerpo celular o soma (10-30 pm didmetro) que contiene
casi en su totalidad a los organelos celulares incluyendo al ntcleo y realiza la mayoria de los
procesos celulares. Del soma emergen las dendritas cuyas ramas forman el arbol dendritico; las
dendritas reciben conexiones de otras neuronas en una union llamada sinapsis. También del soma
emerge el axon, el cual se encarga de transmitir las sefiales eléctricas en forma de potenciales de
accion hasta su extremo o terminal nerviosa. La comunicacion entre las neuronas se realiza a tra-
vés de la sinapsis; la cual, estd formada por la terminal nerviosa de una neurona y la dendrita
contigua de otra. La neurona recubre los componentes antes mencionados con la membrana ce-
lular o plasmatica, la que a su vez contiene proteinas especificas conocidas como canales idnicos
que permiten el paso de iones a través de ella (Evans-Martin, 2010) (Figura I-5).
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Figura I-5. Esquema de una neurona que muestra las partes bdsicas que la componen (Imagen tomada de http://com-
mons.wikimedia.org/wiki/File:Neuron-figure.svg).

En las neuronas el flujo de iones a través de los canales iénicos de la membrana celular
(Figura I-6a), principalmente de Ca*, Cl,, K* y Na*, originan cambios en el potencial de membrana
(Vm); estos cambios conocidos como potencial de accidn, son las sefiales que transportan infor-
macion de una neurona a otra en cuestion de milisegundos. En el potencial de accién la fase as-
cendente se relaciona con la apertura de los canales de Na*; lo que origina un desplazamiento de
iones de este tipo al interior celular, mientras que la fase descendente esta ligada a la apertura de
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los canales de K*; lo que produce el movimiento de este tipo de iones hacia el exterior celular
(Figura I-6b) (Acharya, 1997). En una neurona el cuello axénico es el lugar donde mas alta densi-
dad de canales de Na* se observa y es el sitio donde se originan los potenciales de accion (Hsu et
al., 2008). A pesar de la complejidad del sistema nervioso, su funcién a nivel celular se rige por
los siguientes principios generales: en las sinapsis, la neurona produce potenciales postsinapticos
que pueden ser inhibidores o excitadores. Si predominan los potenciales excitatorios y se dismi-
nuye el Vm hasta un voltaje umbral, en el cuello axdnico se dispararan potenciales de accion que
viajaran hasta la terminal nerviosa produciendo a su vez, potenciales postsindpticos con la neu-
rona que forma sinapsis.
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Figura I-6. Esquema de la membrana de una neurona y del potencial de accion. a) Muestra la membrana celular
con la bomba de sodio/potasio, asi como algunos tipos de canales idnicos e iones al interior y exterior celular. b)
Muestra los niveles y las fases, asi como la magnitud y la duracion de un potencial de accion (Imagen tomada de
http.//preujct.cl/biologia/curtis/libro/c47c.htm)

Para poder observar tanto el potencial de accién como las corrientes idénicas que le dan
origen, se hace uso de dos técnicas convencionales de registro electrofisioldgico: la técnica de
tijacion de voltaje y de fijacién de corriente.
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En la primer técnica, el potencial de la célula se modifica mediante pulsos de voltaje de
diferente magnitud a partir de un potencial de fijacién establecido, mientras que la corrientes
ionicas asociada es registrada. Por otra parte, en la segunda técnica se aplican pulsos de corriente
de diferente magnitud a la célula para estimularla, mientras que los cambios en el Vm asociados
son registrados.

Registro/estimulo mediante un electrodo neuronal

Para poder estimular y medir los cambios en el Vm de manera externa (extracelular) se
hace uso de ENs. Un electrodo registra/estimula a una neurona o a una red de éstas mediante la
deteccion o la generacion de un cambio en el campo eléctrico que polariza al electrodo en el caso
de registro, o a la neurona en el caso de la estimulacion. Todo el proceso es causado por un con-
junto de reacciones electroquimicas que se originan en la frontera o interfase que existe entre la
superficie del electrodo, el medio extracelular y la neurona; el medio extracelular es donde se
encuentran inmersos el electrodo y la neurona (Figura I-1) (Sariciftci, 2006).

La superficie del electrodo, el medio extracelular y la membrana celular de la neurona o
red de neuronas, forman una interfase en la cual la recepcidn/transmision de informacién entre
los componentes se rige por la conversion de una sefial generada por un flujo de electrones a una
sefnal producida por el flujo o movimiento de iones y viceversa (Fromherz, 2003). Lo que sucede
a grandes rasgos es lo siguiente: cuando el electrodo se ve inmerso en el medio extracelular, se
forman una especie de regiones o capas cargadas cerca de su superficie, lo que se conoce como
doble capa eléctrica, esta doble capa surge de una redistribucion de particulas cargadas y polares
(p. €j. iones positivos o negativos y moléculas de agua) en la interfase electrodo-medio extracelu-
lar (transporte de carga), en ésta, no existe transferencia de carga del electrodo al medio o al revés
(Figura I-7). Cuando esto acontece, se tiene un proceso capacitivo o no-faradico (Merrill, Bikson,
& Jefferys, 2005). Si la membrana de la neurona es proxima a esta region, se forma la IN. La neu-
rona no entra en contacto directo con el electrodo en toda su extension sino que en ciertas regiones
existe un espacio (“cleft”) que va de unos cuantos pum a varios nm (Fromherz, 2003).

Solucion fisiologica
Doble capa eléctrica

Electrodo cargado negativamente

Figura I-7. Esquema de la doble capa eléctrica (Imagen tomada de http://es.wikipedia.org/wiki/Do-
ble_capa_el%C3%A9ctrica).
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Al estimular a la neurona con el electrodo mediante un pulso positivo/negativo de co-
rriente o voltaje, se genera un cambio en el campo eléctrico de la zona lo que hace que los iones
presentes en las inmediaciones comiencen a moverse con un reacomodo de cargas en la region
cercana a la membrana celular hiperpolarizando o despolarizando a la membrana celular, gene-
rando o no una respuesta en la neurona (Figura I-8) (Cogan, 2008), (Hierlemann et al., 2011.).
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Figura I-8. Esquema de la interfase electrodo neuronal/medio extracelular con los procesos farddicos y no-farddicos.

Si existe transferencia de carga del electrodo al medio y viceversa, es decir, se establecen
reacciones de dxido-reduccidn en la interfase, entonces se tiene lo que se conoce como un proceso
faradico (Merrill et al., 2005). Generalmente en la estimulacion se tienen presentes tanto procesos
faradicos como no-faradicos (Figura I-9).
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Figura 1-9. Esquema de la interfase electrodo/electrdlito con los procesos farddicos y no-farddicos. (Imagen tomada
de Merrill et al., 2005).



Introduccidn |13

En el registro de la actividad eléctrica de la neurona el proceso es similar. La neurona, por
su actividad eléctrica normal e intercambio idénico de la membrana celular con su entorno, crea
cambios en el campo eléctrico y por lo tanto movimiento de iones provocando un reacomodo de
carga en la region del electrodo polarizandolo. El registro de la actividad eléctrica con un elec-
trodo extracelular esta dado principalmente por procesos no-faradicos (Hierlemann ef al., 2011).

Sin embargo, la descripcion anterior sobre el comportamiento eléctrico del electrodo de
registro/estimulacion es atin incompleta y lo que ocurre realmente en la interfase contintia siendo
tema de investigacion, por lo que la explicacion dada, satisface de manera parcial lo que acontece
en este fenomeno (Massobrio et al., 2007). Es entonces necesario, ampliar el conocimiento que se
tiene sobre esta interfase y mas aun cuando se utilizan materiales novedosos o de reciente crea-
cién como el caso de los NTC para la construccion de ENs. Para lograr este cometido, los investi-
gadores se apoyan en diversas herramientas, siendo el modelado y la simulacién de sistemas
junto con la experimentacion una de las dreas que se emplean cada vez con mayor frecuencia para
mejorar el entendimiento de dicho problema.

Modelado, simulacion y perspectivas en la interfase electrodo-neurona

El modelado de un sistema es una representacion simplificada de la realidad y se basa en
el conocimiento previo del comportamiento de las unidades constituyentes, de principios fisicos
0 quimicos establecidos del fendmeno en general, asi como de sus leyes de interaccioén para pos-
teriormente expresarlos matematicamente, con el fin de resolver o determinar cémo se compor-
tard el sistema en un ambiente nuevo o desconocido. De esta forma se puede tener el control sobre
las variables que lo afectan y la posibilidad de incorporar nuevos estados en él.

En este caso no se debe dejar ninguin dato importante fuera, pero tampoco incluir datos
excesivos que entorpezcan la solucién del problema. En ese sentido, los modelos con una fideli-
dad baja son menos costosos de evaluar en términos computacionales, pero para ello se deben
desechar importantes efectos fisicos que si son incluidos en los modelos de mejor calidad que sin
embargo, por obvias razones, son mas costosos de evaluar (Mejia-Rodriguez & Mozumder, 2006).

La simulacién reproduce de manera artificial, en este caso por medios computacionales,
el comportamiento en el tiempo de un sistema que ha sido previamente modelado y sobre el cual
se pueden modificar los diferentes escenarios o condiciones asi como las variables que lo rigen.
Aun cuando el modelo del sistema fisico requiera de matematicas que representen el modelo
conceptual, en el entorno de simulacion se puede, en determinadas situaciones, representar de
mejor forma como un algoritmo computacional. Por otro lado, los resultados obtenidos por la
simulacion pueden contener errores provenientes de la formulacion del modelo o de su incorrecta
implementacion. De tal forma que la validacion del modelo en ocasiones resulta complicada y
requiere el desarrollo de una hipotesis acertada o de pruebas fisicas para mas tarde compararlo
con la prediccion.
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Asimismo, es importante mencionar que en el caso de sistemas complejos que tienen un
numero importante de variables, el modelado y la simulacion deben proveer caracteristicas mul-
tifuncionales y multifisicas; es decir, que tomen en cuenta la multitud de fendmenos fisicos que
interactian entre si (Joye, Schmid, & Leblebici, 2009).

En el caso especifico que se trata en este escrito, el propdsito del modelado y la simulaciéon
en la IN es analizar los mecanismos subyacentes que permitan comprender como funciona el
sistema completo; y que ademads permita el disefio y la construccion de mejores EN. Para esto, es
necesario conocer diferentes aspectos de los componentes del sistema, asi como de la forma en
que interactian entre ellos. La tarea no es sencilla pues se deben tomar en cuenta factores como:
el tamano, la forma, los materiales, la rugosidad superficial y la posicién del electrodo; ademas
de la composicion del medio extracelular, el tipo y la anatomia de la neurona, la presencia de
canales idnicos y células circundantes, entre otros. Todos estos factores contribuyen o afectan de
alguna manera el proceso de comunicacion entre los componentes de la IN y por consecuencia,
el comportamiento total del sistema total cuando se registra/estimula a la neurona.

Para desarrollar de manera adecuada el modelado y la simulacién de la IN se requiere
emplear una estrategia de modelado en la cual se permita introducir las ecuaciones matematicas
que describan el comportamiento de sus componentes, pero que también involucre el modelado
empirico, con uso de datos experimentales, que puedan ser introducidos al simulador (sistema
computacional). Por otra parte, se observa ademas que algunos de los factores mdas importantes
que intervienen en la comunicacion de senales en el espacio y el tiempo en la IN estan directa-
mente relacionados con la morfologia (geometria) de los componentes del sistema y de la geome-
tria compleja que se forman en la interfase; es decir, la conformacion de la region donde la célula
se ancla sobre la superficie del electrodo; la cual, depende de factores como la matriz extracelular,
el medio extracelular y las caracteristicas fisicoquimicas del electrodo entre otros.

Por esta razon se propone desarrollar el modelado y la simulacion de la IN mediante el
método de los elementos finitos (método numérico) pues es una alternativa que permite tomar
en cuenta estas caracteristicas complejas de funcionamiento y geometrias de los componentes del
sistema a fin de obtener resultados mas precisos acerca del comportamiento eléctrico en la IN.
Asi por ejemplo, el modelado de la IN por métodos numéricos puede hacer muy buen uso de las
ecuaciones de Maxwell para calcular los campos eléctricos y magnéticos generados por la activi-
dad del electrodo o de la neurona en un medio continuo (Joucla & Yvert, 2012). En este caso se
empleard la ecuacién de continuidad y el modelo de Hodgking-Huxley.

Modelado y simulacién por el método de los elementos finitos de la interfase neuronal

En las ultimas décadas, el método de los elementos finitos (método numérico) se ha con-
vertido en una técnica muy utilizada para el analisis de fenémenos fisicos en el campo de estruc-
turas, mecanica de sélidos y fluidos, transferencia de calor, electromagnetismo, asi como también
en areas mas especificas (p. ej. MEMS, microfluidos, baterias, etc.) (Hutton, 2001). El modelado y
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la simulacidn por este método ofrece una solucion numérica para ecuaciones algebraicas, diferen-
ciales e integrales asociadas a una gran variedad de geometrias complejas, asi como resultados
detallados de la informacion espacio temporal en los distintos d&mbitos en los que esta técnica ha
sido empleada. Algunas razones para emplear el método de los elementos finitos son:

e Cualquier tipo de dominio y de condiciones de frontera puede ser manejado con ventaja
en 1D, 2D y 3D, ademas de poder analizar dominios multimateriales.

e Se obtiene una solucion global mediante funciones definidas dentro de cada elemento que
captura los efectos locales y la convergencia de la solucién puede obtenerse mediante el
refinamiento de la aproximacién.

e Un programa de uso general puede ser utilizado para resolver una gran cantidad de pro-
blemas.

e En unesquema multifisica se pueden tomar en cuenta diversos procesos e identificar cual
es el predominante.

En este método, un dominio dado (Figura I-10a); que representa en la mayoria de los casos
un ente fisico, se discretiza o se divide en una colecciéon de subdominios mas sencillos llamados
elementos finitos (Figura I-10b), los cuales a su vez se pueden ver como dominios independientes
que estan interconectados en uniones especificas llamadas nodos (Figura I-10c). Al conjunto de
estos nodos y sus relaciones constitutivas se le conoce como malla.

Frontera 1

Flujo inter *
elemento

(c) (d)
Figura I-10. Representacion de un dominio 2D por medio de tridngulos y cuadrildteros. (Imagen tomada de Reddy,
2006).

La discretizacion del dominio en elementos finitos no es realizada al azar, sino que ya
existen elementos definidos que permiten modelar el dominio lo mas cercano al comportamiento
fisico real (Figura I-11). El nimero total de elementos utilizados y su variacion en tamafio y tipo
dependen de las caracteristicas del problema que se desea resolver y de que tan precisos o cerca-
nos a al comportamiento real se desean obtener los resultados. En general, los elementos deben
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ser lo suficientemente pequenos para que se puedan obtener resultados confiables, pero también
deben ser lo suficientemente grandes para reducir el esfuerzo computacional (Logan, 2007).
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Figura I-11. Diferentes tipos de elementos finitos. Elementos con solo nodos en los bordes y lados rectos son de menor
orden (lineal), mientras que aquellos con nodos intermedios y que pueden tener lados curvos representan elementos
de mayor orden (cuadrdtico). (Imagen tomada de Hutton, 2001).

Una forma para escoger los elementos, es utilizar elementos pequetios (y posiblemente de
alto orden) cuando los resultados cambian rapidamente, como en aquellos dominios donde la
geometria cambia de manera repentina, y elementos largos donde los resultados son relativa-
mente constantes. A continuacidn, sobre cada uno de estos elementos finitos se generan funciones
algebraicas de aproximacion definidas en términos de los valores de las variables dependientes
en los nodos que estan basadas en la ecuacién o ecuaciones matematicas que gobiernan el pro-
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blema, asi como en las condiciones especificas de frontera. Las funciones mas cominmente utili-
zadas para realizar esta aproximacion, son las funciones lineales o las polinémicas (cuadraticas o
cubicas) ya que son relativamente sencillas de trabajar en la formulacién del método.

Posteriormente, todos los elementos son colocados de nuevo en sus posiciones originales
dentro del dominio empleando ciertas relaciones inter-elemento (Figura I-10d) y el conjunto total
de ecuaciones que describen el comportamiento de cada nodo resulta en un ensamble de ecua-
ciones algebraicas simultaneas que es expresado en forma de matriz y que define la o las ecuacio-
nes globales. Dichos sistemas de ecuaciones finalmente son resueltos mediante diferentes méto-
dos como por ejemplo los métodos de eliminacion o iterativos.

La reconstruccion completa del dominio por medio de los elementos finitos puede no ser
exacta y esto introduce un cierto grado de error en el problema que esta siendo modelado (Figura
I-10d) (Reddy, 2006). Este procedimiento, genera errores de aproximacién debido a la naturaleza
numérica del mismo que a su vez son también introducidos en la solucién del sistema global y
que se suman a los generados por la seleccion de los elementos finitos. Finalmente, se debe reali-
zar el post procesamiento (graficacion, integracion, derivacion, etc.) para poder interpretar y ana-
lizar los resultados para su uso posterior.

En el caso de la IN, el potencial eléctrico y el campo eléctrico son calculados mediante la
solucién de la ecuacion de continuidad bajo las condiciones de frontera adecuadas donde si la
geometria es simple, es relativamente sencillo resolverla, sin embargo, cuando la geometria es
compleja, es necesario recurrir a los métodos numéricos como el método de los elementos fini-
tos para poder obtener una solucién (Joucla & Yvert, 2009).

Registro simultaneo del potencial de accion y de la corriente idnica

Como ya se menciond previamente el registro simultaneo de potenciales de accion y sus
corrientes idnicas asociadas permite observar como un cambio en la cinética y la magnitud de
éstas podria afectar la frecuencia de disparo, la amplitud, la morfologia u otras importantes ca-
racteristicas de los potenciales de accion. Esta informacion es de utilidad para diferentes estudios
entre los que se encuentra los de las células cardiacas. En este trabajo y como una aplicacién prac-
tica en ciencia basica, se disefid y construyd un sistema de registro simultaneo basado en los ele-
mentos asi como en la instrumentacion utilizada para la obtencion de los datos experimentales
del modelo. Para esta aplicacion se emple6 el eNTCPM y dos amplificadores de “Pacth Clamp”.
A grandes rasgos, el potencial de accion de una neurona cultivada sobre el electrodo se registrd
con una micropipeta de vidrio convencional y la corriente idnica de célula completa se registrd
de manera extracelular con el eNTCPM construido.
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[I.  Antecedentes

Trabajos preliminares

Hasta ahora se ha definido qué es un EN y se han resaltado las ventajas de incluir a los
materiales surgidos de la nanotecnologia en su construccién. Ademas, se presentd un panorama
general de la interfase que se forma entre la superficie del electrodo, el medio extracelular y la
neurona. En ese sentido y como antecedente, en el grupo de trabajo se ha explorado la posibilidad
de utilizar a los NTC en la construccion de un EN basico. En un trabajo previo, se obtuvo de
manera exitosa el cultivo de la linea celular PC12 (modelo de neurona) sobre electrodos construi-
dos a base de una pelicula de NTC. Los resultados del crecimiento celular fueron satisfactorios
pues se consiguio obtener una proliferacion neuronal equiparable a la exhibida en los controles
(cajas Petri) por un periodo de aproximadamente 30 dias. Durante este tiempo, se observo que
las células desarrollaron procesos dendriticos, asi como el comportamiento electrofisioldgico ti-
pico de este tipo de neurona para posteriormente desplegar una red neuronal sobre la superficie
del electrodo.

En lo que respecta a los estudios electrofisioldgicos, se obtuvieron datos al estimular y
registrar intra y extracelularmente células individuales sin que las células vecinas aportaran in-
terferencia o ruido al sistema. Se observd que, al hacer el registro de manera extracelular, los
potenciales adquiridos siguieron en forma y magnitud la etapa de decaimiento exponencial de la
sefal intracelular. La confirmacién del seguimiento fue que las constantes de tiempo tanto para
el registro intracelular como para el registro extracelular fue igual en ambos casos, lo cual implicé
que el electrodo compuesto por NTC reprodujo la respuesta de la célula sin distorsionarla.

En esta nueva etapa se desea comprender qué es lo que sucede con la transmision de las
senales eléctricas en la interfase cuando se presenta un estimulo o registro neuronal ademas de
investigar si es posible predecir su comportamiento cuando exista alguna modificacion en las
condiciones de operacion o de disefio en el electrodo, sin la necesidad de realizarlo de manera
experimental; es decir, bajo qué condiciones de disefio, construccion u operacion el desempetio
en la interfase mejoraria.

Es necesario recalcar, que este proceso de mejora de los EN de NTC se lleva a cabo
actualmente de manera empirica a ensayo error o a través de pruebas de concepto. Esta inquie-
tud donde se quiere entender de manera formal lo que ocurre en la IN mediante el modelado y
la simulacion, ha surgido en otros grupos de investigacién ademas del nuestro. A continuacidn,
se muestran los trabajos encontrados en la literatura sobre modelos de EN con diferentes mate-
riales.
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Modelos desarrollados para caracterizar la interfase

En la literatura existen algunos modelos que describen las caracteristicas eléctricas de la
IN, que permiten comprender mejor los mecanismos de acople entre el medio extracelular y su
interaccion con la superficie del electrodo y con la membrana celular durante la transmision de
sefales eléctricas de comunicacion entre ellos.

Modelos como el de punto de contacto y el de area de contacto son algunos de los mas
utilizados o estandar para describir las caracteristicas eléctricas de la interfase célula-electrodo, sin em-
bargo, dichos modelos presentan algunas desventajas (Figura II-1). Por ejemplo, el modelo de
punto de contacto no provee la precisién suficiente para modelar las propiedades eléctricas de la
interfase a resoluciones sub-celulares ya que la distribucién espacial de las diferentes caracteris-
ticas eléctricas de la IN no es modelada. El modelo de area de contacto si contempla la distribu-
cién espacial apropiadamente pero cuando la geometria del area de contacto es muy compleja, la
solucién de este modelo es muy complicada (Fromherz, 2003).

Otro tipo de modelo que se ha logrado utilizar con éxito es el modelo de circuitos agrupa-
dos (“lumped”), y se construye con base en la regla del volumen conductor y a datos experimen-
tales (incluyendo micrografias de la neurona). En estos circuitos, la membrana celular se divide
en una parte superior y una inferior sobre el electrodo la cual definen como membrana libre y de
unidn respectivamente ademas, la interfase electrodo-electrolito y la resistencia de sello estan re-
presentadas por un solo componente. En este caso, el modelo no garantiza una relacién geomé-
trica adecuada debido a que se realizan muchas simplificaciones en la representacion de las pro-
piedades eléctricas de la IN, ademads de que es complicado calcular los parametros del modelo
desde la geometria a menos que ésta sea muy simple (Buitenweg, Rutten, & Marani, 2003).

Célula neuronal b)
Cell
membrane

Cell cytoplasm

Electrodo

V|(r,S) = (r)
seal

a) 2 R:
Figura II-1. Modelo de punto y drea de contacto de la interfase neuronal. En éstos, a base de una serie de circuitos
eléctricos se representan el comportamiento de la membrana celular, el medio extracelular, la resistencia de sello y
la impedancia del electrodo. Donde Vm, Rm y Cm representan el potencial, la resistencia y la capacitancia de mem-
brana. Chd, VI, Rs1, Rs2 y Rs3 la capacitancia, el potencial, la resistencia del electrolito y la de fuga. Zcpa, Rct, Vs y

Zload la impedancia y la resistencia de contacto. Vs y Zload el potencial y la impedancia de carga. (Imagen tomada
de Quiroz et al., 2007).
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La literatura existente sobre el tema de modelado y simulacion de la IN es extensa y hasta
ahora se han explorado distintos métodos para tratar de entender lo mejor posible su funciona-
miento, de manera que este tema, sigue siendo investigado y mds ahora que los materiales na-
noestructurados se estan incorporando en la construccidon de los nuevos EN. A continuacion, se
exponen algunos de los trabajos que se han realizado al respecto.

En 2007, surge uno de los primeros modelos sobre la IN el cual fue desarrollado por A.
Mazzatenta et al. (Mazzatenta et al., 2007). En este trabajo de manera experimental y por medio
de un modelo sencillo de resistencias eléctricas equivalentes, los autores sugieren que el acople
eléctrico entre las neuronas y el electrodo de NTC es en parte resistivo y que la corriente de esti-
mulacion entregada a través de este pudo hiperpolarizar o despolarizar la membrana, lo que in-
hibia o iniciaba el disparo sostenido de potenciales de accion en las neuronas adheridas a su su-
perficie.

La Figura II-2 muestra el modelo de estimulacion eléctrica a través de una pelicula de NTC
desarrollado por este grupo. En este esquema se tiene la micropipeta inmersa en la solucion ex-
tracelular (Figura II-2A) y sobre la célula en de fijacion de voltaje (Figura II-2B). Para la primera
configuracion, el circuito de la Figura II-2C explica las propiedades de corriente continua tanto
de la pelicula de NTC como de la micropipeta y la solucion extracelular. Para el experimento con
la célula, los autores prueban su hipodtesis de acoplamiento entre los NTC y la célula. El circuito
representa el experimento de “Patch Clamp” en célula completa ideal sin (Figura II-2D) y con
(Figura II-2E) acoplamiento eléctrico resistivo entre el citoplasma y los NTC. Finalmente el cir-
cuito de la Figura II-2F captura las dos situaciones anteriores bajo la hipdtesis de una configura-
cién en célula completa no-ideal.

En 2008, C. Moulin y A. Gliere (Moulin et al., 2008), presentan un modelo del registro
extracelular de los potenciales de accion de una neurona con axén y su segmento inicial (“axon-
hillock”) mediante un microelectrodo de oro desarrollado con el método de los elementos finitos.
El modelo de la neurona esta basado en las ecuaciones de Hodgkin-Huxley y los calculos del Vm,
las corrientes ionicas, asi como de los potenciales intra y extracelulares son efectuados con el mé-
todo de los elementos finitos. Los resultados de esta investigacién muestran que el potencial de
accion de mayor amplitud registrado de manera extracelular se obtiene cuando el electrodo esta
situado debajo del area que engloba el soma de la neurona y el segmento inicial. Esto es debido a
que en su modelo las conductancias de sodio y de potasio son incrementadas 10 veces en la zona
del segmento inicial; con el fin de tomar en cuenta la mayor poblacion de canales idnicos voltaje
dependientes en esta estructura y su mayor excitabilidad.

En 2008, 2009, G. Massobrio et al. (Massobrio et al., 2008), (Massobrio, Massobrio, &
Martinoia, 2009), proponen un modelo electrénico para simular y analizar las interacciones y la
actividad eléctrica extracelular inducida en la neurona por un arreglo de NTC junto con un tran-
sistor de efecto de campo (Figura II-3). La membrana celular de la neurona la modelan con el
modelo "silicon neuron" mientras que para los nanotubos emplean un modelo eléctrico o circuito
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"RLC" (Resistencia-Inductor-Capacitor) equivalente. El modelo RLC esta basado en el modelo de
“Luttinguer liquid” (Burke, 2002), (Hierlemann et al., 2011).

Figura II-2. Modelo de la interfase neuronal de A. Mazzatenta et al. Ay B presentan los esquemas del protocolo
experimental sequido sin y con célula sobre los nanotubos respectivamente. El resto de las imdgenes muestran los
modelos empleados para describir el comportamiento de cada experimento en base a circuitos eléctricos resistivos.
Donde E representa el potencial de estimulacion, ie, Ve, la corriente y el potencial de registro. Rs, Rc, Re, Rm, repre-
sentan las resistencias de superficie, acople, registro y de membrana respectivamente. Vrest es el potencial de mem-
brana en reposo. (Imagen tomada de Mazzatenta et al., 2007).

Los resultados obtenidos muestran a los NTC como una interfaz eléctrica que tiene efectos
tanto en la amplitud como en la forma de las sefiales registradas, ademas de que incrementan la
eficacia de la transmision de la sefial neuronal. Posteriormente, ese mismo grupo agrega varia-
ciones de temperatura (Massobrio & Massobrio, 2009).y pH del medio extracelular (Massobrio,
Massobrio, Massobrio, & Massobrio, 2011) al mismo modelo y sus resultados muestran que ésta
tiene un papel importante en la forma de las sefnales extracelulares adquiridas.

En 2009, W. Eberle et al. (Eberle et al., 2009), parten de un microelectrodo con 10 contactos
para investigar las propiedades de estimulacion espacial, para diferentes formas y topologias del
electrodo en una rebanada de tejido nervioso utilizando el modelado y la simulacion por el mé-
todo de los elementos finitos. Sus resultados muestran el potencial que tienen las topologias que
se encuentran en el orden de los um para ser empleados en patrones de estimulacion espacial.
Ese mismo afio N. Joye et al. (Joye et al., 2009), utilizan el modelo de punto de contacto y el modelo
de area de contacto con el fin de modelar las caracteristicas de la IN a resolucion subcelular. De
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manera analitica, determinan que un diametro dptimo del electrodo para registrar la actividad
eléctrica de las neuronas es de 8 pm con un didmetro de la célula de 10 pm y una capacitancia
tipica de 10 pF; ademas, las puntas de los electrodos son modeladas en 3D usando el modelo de
area de contacto, con lo que obtienen mejoras en el acople eléctrico en pequenios electrodos.

Istim

Neuron1

p-channel

n-type Silicon

Figura 1I-3. Modelo de la interfase neuronal de G. Massobrio et al. En base a circuitos eléctricos se describe el com-
portamiento de la interfase donde se emplean nanotubos de carbono dispuestos de manera vertical sobre un tran-
sistor de efecto de campo. El recuadro amarillo representa el medio extracelular (SN1) mientras que la neurona es
simulada con circuitos electrdnicos no lineales. Rseal es la resistencia de sello entre la neurona y el sitio de registro,
Istim es la corriente de estimulacidon, Chd es la capacitancia membrana-medio extracelular, Rspread es la resistencia
de propagacion, Zcnt y Zcoupl son impedancias electroquimicas, CNT los nanotubos de carbono, S, D y B son las ter-
minales del transistor FET. (Imagen tomada de Massobrio & Massobrio, 2009).

En 2011, G. Baranauskas et al. (Baranauskas et al., 2011), describen la impedancia de la
interfase electrodo de nanotubos-polipirrol-electrolito con un modelo eléctrico (Figura II-4). En
este modelo, los autores toman en cuenta: la resistencia de la solucion, laimpedancia del electrodo
sin la solucidn, la capacitancia del recubrimiento, la resistencia de poro, la capacitancia de la in-
terfase, la resistencia de transferencia de carga y un elemento de difusiéon. Como resultado, mues-
tran que la impedancia se reduce y se mejora la relacion sefial a ruido gracias los nanotubos.

En 2012, J. Robinson et al. (Robinson et al., 2012), construyen un nanoalambre que es cu-
bierto por una neurona y realizan el andlisis de las corrientes y los potenciales obtenidos utili-
zando un circuito eléctrico equivalente (Figura II-5). Este modelo permite la determinacion de los
parametros que especifican el acople eléctrico entre el nanoalambre y la neurona. El modelo que
emplean es el modelo de punto de contacto con unas pequefias variaciones introducidas por la
adicién de una micropipeta en paralelo con la neurona de registro. En este andlisis determinan:
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la resistencia de sello para el nanoalambre y la micropipeta, la resistencia intrinseca del nanoalam-

bre, la resistencia en la unién electroquimica y la capacitancia de la doble capa eléctrica.

C.
| £

I\

Figura Il-4. Modelo equivalente de la interfase electrodo/electrolito. En éste, se simula mediante circuitos eléctricos
la impedancia existente entre el electrodo de nanotubos y el electrolito. Donde Rs, Rpore, Rt son la resistencia en
serie, de poro y de interfase respectivamente. Cc, Zcpe y Zt es la capacitancia de doble capa y las impedancias de
interfase. Re y We son el electrodo de referencia y de trabajo respectivamente. (Imagen tomada de Baranauskas et
al., 2011).
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Figura II-5. Modelo de punto de contacto de la interfase neurona-nanoalambre. Haciendo uso de circuitos eléctricos
convencionales se representa cada etapa del sistema, pero en este caso se incluye ademds el sistema de registro/es-
timulacion por medio de la micropipeta de vidrio. Donde Vm, Rm, Cm, Vrest representan el potencial, la resistencia,
la capacitancia de membrana y el potencial de reposo. Vp, Rsp y Rap el potencial, la resistencia en serie y de fuga del
contacto entre la pipeta y la célula. Ranw, Cnw, RI, Cg las resistencias y capacitancias de contacto entre el electrodo
y la célula y el electrodo. Rsnw es la resistencia de fuga y Vnw es el voltaje en el nanoalambre. (Imagen tomada de
Robinson et al., 2012).

Estos son algunos de los modelos que se han construido para tratar de entender lo que
sucede en la IN y cuyos resultados son importantes para poder disefnar y construir electrodos de
registro/estimulacion neuronal de manera confiable. Las técnicas utilizadas emplean entre otros,
modelos eléctricos equivalentes y simulaciones por el método de los elementos finitos a micro-
electrodos y recientemente a nanoelectrodos. Los trabajos preliminares de modelado y simulacién
del tipo de interfase con nanotubos o materiales nanoestructurados son muy pocos y hasta la
fecha no se ha investigado un modelo que utilice el método de los elementos finitos para describir
la interfase eléctrica células neuronales-electrodo nanoestructurado. Para cubrir este hueco im-
portante es que se propone éste proyecto doctoral.



Tabla Il-1. Modelos empleados en el estudio de la interfase electrodo-neurona.

Modelo
Punto de contacto

Célula neuronal

Electrodo

Area de contacto

Cell
membrane

il

V, —

’—L_/

L

Método de los elementos finitos

Medio extracelular

e

" Segmento 0?,; g
inicial ——)P - - -

2

J—L Pulso de
estimulacion

Ventajas
Representa los componen-
tes principales de la inter-
fase mediante circuitos
eléctricos equivalentes
sencillos.

Contempla la distribucién
espacial de las caracteristi-
cas eléctricas apropiada-
mente mediante circuitos
eléctricos equivalentes
sencillos.

Similar a los anteriores; la
membrana celular se di-
vide en una parte superior
y una inferior sobre el
electrodo, puede incluir
micrografias para conside-
rar la geometria.

Presenta la geometria rea-
lista del electrodo de esti-
mulacién y de la neurona.
Puede tomar en cuenta di-
Versos procesos para des-
cribe las caracteristicas
eléctricas, asignar distintos
materiales, condiciones de
frontera.
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Desventajas

No proporciona suficiente
exactitud para modelar
las propiedades eléctricas
de la interfase a una reso-
lucién subcelular, ya que
las distribuciones espacia-
les de las diferentes ca-
racteristicas eléctricas en
ésta no estdn modeladas.

Se tienen problemas
cuando la geometria del
area de contacto es muy
compleja pues la solucién
de este modelo se vuelve
complicada.

Se hacen grandes simplifi-
caciones en la represen-
tacion de las propiedades
eléctricas de la interfase y
es dificil calcular los para-
metros del modelo a par-
tir de la geometria, a me-
nos que sea muy simple
(axisimétrica).

Mientras mds compleja
sea la geometria, la malla
de elementos finitos y el
orden de las ecuaciones a
resolver, el esfuerzo
computacional se incre-
menta.
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Registro simultaneo del potencial de accion y de la corriente idnica

Una de las primeras técnicas experimentales desarrolladas para realizar este tipo de re-
gistros permitié observar el potencial de accion de una célula excitable con actividad eléctrica
espontanea junto con la corriente iénica generada por un canal idénico (inespecifico) (Fischmeister,
DeFelice, Ayer Jr, Levi, & DeHaan, 1984). Debido a la configuracion experimental de ese trabajo,
no era posible medir la corriente idnica de célula completa pues estd era producida por un solo
canal.

Un par de técnicas llamadas “fijacién del potencial de accién” (Doerr, Denger, &
Trautwein, 1989), (Chen-Izu et al., 2012), y su variante “fijacién del potencial de accién dindmica”
(Chen-Izu et al., 2012), resolvid la limitacidn de la técnica anterior permitiendo registrar tanto la
corriente idnica de célula completa como el potencial de accién especifico. Los principales incon-
venientes de estas técnicas es que son indirectas y secuenciales (no simultaneas) ademas de que
es necesario utilizar bloqueadores de canales idnicos especificos para adquirir las corrientes. Por
otra parte, estas técnicas dependen del comportamiento hmico de los canales idnicos; sin em-
bargo, en la realidad también existen otros tipos de corrientes producidas por canales modulados
de manera no lineal por metabolitos y Ca* intracelular (Hille, 2001).

En una técnica llamada "sistema de fijacion de voltaje hibrido" (Dietrich, Clusmann, &
Kral, 2002), un amplificador especial capaz de conmutar entre fijacion de corriente y fijacion de
voltaje lo suficientemente rdpido es utilizado para medir el potencial de accion y la corriente i6-
nica subyacente de manera cuasi-simultdnea. La principal desventaja de esta técnica es que el
desarrollo normal del potencial de accion es interrumpido para medir la corriente idnica.

Las técnicas descritas anteriormente son importantes pues fueron disefiadas para registrar
la corriente idnica y el potencial de accién de manera simultanea, lo cual sirve para evaluar el
efecto que tiene un cambio dichas corrientes idnicas en el desarrollo de un potencial de accion.

En este trabajo y como una aplicacion practica en ciencia basica, se disefio y construyé un
sistema de registro simultdneo que presenta caracteristicas distintas; entre ellas, el empleo de
nanomateriales y el uso de dos amplificadores de “Pacth Clamp”. La metodologia aqui propuesta
resuelve los inconvenientes de las técnicas discutidas anteriormente pues ni la actividad de los
canales idnicos ni el proceso de registro, se altera o se interrumpe durante el experimento.
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lIl.  Hipotesis

Con base en datos experimentales y en modelos tedricos, es posible construir un modelo
de la interfase neurona-electrodo de nanotubos de carbono y simularlo por el método de elemento
finito para describir la transmision de sefiales eléctricas en ella ademas de predecir su conducta
cuando se modifiquen las condiciones de operacion o de disefio en el electrodo. Asimismo, que
gracias a las caracteristicas eléctricas y mecanicas de los nanotubos de carbono es posible registrar
de manera extracelular las corrientes ionicas de célula completa que generan un potencial de ac-

cién.

V. Justificacion

Para que se pueda adquirir un potencial bioeléctrico o aplicar una sefial eléctrica a una
neurona con éxito, es importante que tanto en el disefio como en la construccion de los electrodos
se cuente con un numero suficiente de contactos estables y duraderos con el tejido nervioso ade-
mas de considerar las impedancias y capacitancias que se pudieran producir en la interfase entre
el electrodo y la neurona (Schwartz, 2004). En este caso, el conocimiento que se tiene acerca del
fendmeno de transporte eléctrico en la interfase es poco claro, por lo que la experimentacion
ayuda a comprenderlo mejor. Sin embargo, el manejo de materiales nanoestructurados no es sen-
cillo y las metodologias existentes para la construccién de micro-nanoelectrodos en ocasiones son
muy elaboradas y costosas, por lo que construir un electrodo de este tipo sin tener un entendi-
miento, una direccion, un panorama aproximado de lo que sucede en la interfase puede resultar
costoso. Para comprender mejor y ofrecer una posible explicacion del fendmeno, los modelos y la
simulacion por computadora son una herramienta 6ptima que permite, en conjunto con la expe-
rimentacion, obtener un conocimiento mas profundo del sistema que se esta estudiando. Por otra
parte, reduce el nimero de experimentos de prueba y error pues el modelo computacional per-
mite hacer que estas pruebas sean mas fluidas y que a su vez, se pueda enriquecer con los resul-
tados obtenidos por las pruebas fisicas que se vayan desarrollando. El trabajo experimental desa-
rrollado requiere ahora de un enfoque tedrico que ayude a comprender mejor cdmo es que se
llevan a cabo los procesos de comunicacion eléctrica en la interfase pues aun cuando los resulta-
dos obtenidos fueron bastante alentadores, se desconocen caracteristicas importantes de los com-
ponentes de la interfase asi como de su funcionamiento en conjunto; por ejemplo, algunas de las
interrogantes que surgen después de haber hecho los registros extracelulares fueron:

¢(Cuadles son las capacitancias e impedancias que presento la pelicula en el momento de
hacer el registro extracelular y cémo éstas se modificaron con respecto a su estado natural, es
decir, cuando aun no formaban parte de la interfase? ;Cudles son las contribuciones de cada com-
ponente de la interfase?

(Por qué el registro a través de la pelicula de nanotubos sigui6 en tiempo, forma y mag-
nitud la etapa de decaimiento exponencial de la senal intracelular sin modificarla? ;Qué tanto la
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cercania de los nanotubos con la neurona mejora la comunicacion eléctrica o los niveles de ruido
en la interfase?

De acuerdo con el disefio propuesto, ;Qué se puede modificar en la interfase para obtener
una mejor calidad de sefial? ; Cémo responde la interfase a las sefiales de estimulacién aplicadas?,
esto con el fin de saber cudl es la sefial idonea de estimulacion para el electrodo construido.

El trabajo de simulacion es importante porque determina entre otras cosas, cudles son las
caracteristicas o parametros importantes que permiten favorecer el intercambio de informacién
entre los componentes del sistema, pero también acompanado del trabajo experimental estricta-
mente requerido y de resultados experimentales y tedricos encontrados en la literatura para po-
derlo sustentar. Es importante destacar que, siguiendo los protocolos de los autores, el trabajo
desarrollado se situ6 a nivel macro.

Por otra parte, aprovechando las caracteristicas eléctricas y mecanicas de los NTCPM asi
como los elementos y la instrumentacién disefiados y construidos para la obtencién de los datos
experimentales requeridos para el modelo, se desarrollé una aplicacion especifica para registrar
de manera simultdnea el potencial de accién de una neurona y las corrientes iénicas que lo gene-
ran. Esto es importante para conocer como un cambio en la cinética y la magnitud de éstas co-
rrientes podrian afectar la frecuencia de disparo, la amplitud, la morfologia u otras caracteristicas
relevantes de los potenciales de accion. La informacion generada por esta aplicacion es de utilidad
en estudios de ciencia basica, fisiologia celular, farmacologia y deteccion de condiciones patolo-
gicas (Sigworth & Klemic, 2005) en células cardiacas principalmente (Chen-Izu et al., 2012).

Si bien esto ya se ha intentado anteriormente, los disefios, la instrumentacion, las caracte-
risticas de los electrodos empleados y otros factores han impedido que se realice de manera sa-
tisfactoria. En este caso, el electrodo nanoestructurado y la instrumentacion construidos pueden
facilitar la obtencion de estos registros de manera extracelular solventando las inconvenientes de
las técnicas anteriores.

V. Objetivos
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Objetivo general

Comprender el proceso de la transmision de sefiales eléctricas en la IN cuando se presenta

un estimulo y, predecir su comportamiento cuando exista alguna modificacion en las geometrias

o condiciones de operacion en la interfase mediante el modelado y la simulacién por el método

de los elementos finitos, asi como registrar las corrientes idénicas que generan un potencial de

accion por medio de un eNTCPM de manera extracelular.

Objetivos particulares

Disefiar y construir un EN biocompatible a base de nanotubos de carbono de pa-
redes multiples (NTCPM) para el cultivo de neuronas sobre su superficie asi como,
estudiar sus propiedades eléctricas y morfologicas superficiales.

Analizar el comportamiento eléctrico del electrodo construido mediante el uso téc-
nicas de modelado y simulacién por el método de los elementos finitos empleando
su geometria real. Validar el modelo por medio de datos experimentales.

Estudiar de manera experimental el comportamiento electrofisioldgico de células
neuronales cultivadas sobre la superficie del electrodo mediante el registro del po-
tencial de membrana y las corrientes idnicas (funcionalidad). Ademas, evaluar la
estimulacion celular con pulsos de voltaje mediante el eNTCPM.

Obtener el modelado y la simulacion del sistema (electrodo acoplado eléctrica-
mente al medio extracelular y a la neurona) por el método de los elementos finitos
en el proceso de estimulacion empleando geometrias sencillas y realistas. Analizar
el comportamiento eléctrico del modelo y validarlo por medio de datos experi-
mentales.

Evaluar experimentalmente si el electrodo construido es capaz de registrar de ma-
nera extracelular las corrientes idnicas que producen el potencial de accién en las
neuronas (registro simultdneo), aprovechando las caracteristicas estructurales,
eléctricas y de biocompatibilidad del material nanoestructurado que lo compone.

Modelar y simular este sistema de registro simultdneo combinando el modelo de
punto de contacto con un modelo computacional del comportamiento electrofisio-
logico especifico de la neurona.
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VI.  Disefio, construccion, caracterizacion y modelado del eNTCPM

Metodologia

I Disefio y construccion del e NTCPM

Figura VI-1. Etapas del disefio, construccidn, caracterizacion y modelado del eNTCPM.
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Disefio y construccion del eNTCPM

El electrodo se construy6 para estimular y obtener de manera extracelular registros elec-
trofisioldgicos de células NG108-15. En el disefio y la construccion del eNTCPM se tuvo especial
cuidado en que los materiales empleados no fueran toxicos. Ademads, fue importante tener en
cuenta que las caracteristicas dpticas, mecanicas y eléctricas permitieran una correcta caracteriza-
cion sin y con las células cultivadas sobre su superficie.

Dispersion de los NTCPM

Los NTCPM son materiales hidrofdbicos que forman aglomerados de diferentes tamafios
debido a las fuerzas de adhesion existentes entre ellos (p. ej. fuerzas de Van der Walls). Dichos
aglomerados les dan una apariencia de polvo (Figura VI-2a) y pueden afectar sus propiedades
mecanicas y eléctricas (Ma, Siddiqui, Marom, & Kim, 2010). Por lo tanto, para construir un elec-
trodo a base de NTCPM que tenga una superficie uniforme e hidrofilica, fue necesario eliminar
los aglomerados mediante la dispersion y la funcionalizacién de los NTCPM.

Tabla VI-1. Caracteristicas fisicas y composicion quimica de los NTCPM utilizados.

Longitud Diametro Componentes Contenido
| 10-30 um 20-40 nm C 98.39%
| cl 0.45%
| Fe 0.23%
\ Ni 0.93%

Se preparo una suspension con 5 ml de alcohol etilico absoluto (J.T. Baker, USA), 7 ml de
agua desionizada y un miligramo de NTCPM (Cheap Tubes Inc., USA). Para separar mecanica-
mente los NTCPM, la suspensién fue puesta en ultrasonido por un minuto (Figura VI-2b). Poste-
riormente se agregaron 10 mg de polivinilpirrolidona (PVP) (MP Biomedicals, USA), que es un
reactivo que funciona como agente dispersante y evita que los NTCPM vuelvan a formar agrega-
dos (Ntim, Sae-Khow, Witzmann, & Mitra, 2011). La suspension fue puesta nuevamente en ultra-
sonido por un minuto y se dejo reposar en un horno de calentamiento por 6 hr a 60 °C. Finalmente,
la suspension se colocd en ultrasonido por otros 10 min. Para remover el exceso de PVP, la sus-
pensidn fue colocada en ultracentrifuga a 12000 rpm por 15-20 min y reconstituida con la misma
mezcla de alcohol-agua (Figura VI-2c).

Preparacion de la pelicula de NTCPM

Utilizando el método por filtracién de vacié (Wang & Moriyama, 2011), 3 ml de la suspen-
sion de NTCPM se depositaron sobre una membrana de celulosa con tamafio de poro de 0.45 um
(Millipore, USA) (Figura VI-3a). La membrana con los NTCPM en su superficie (Figura VI-3b) se
adhirio sobre un cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro; previamente lavado con agua
desionizada y puesto en ultrasonido con alcohol etilico absoluto (J.T. Baker, USA) por 5 min. Para
remover la membrana, el cubre objetos fue sumergido en acetona hasta que esta se diluyera por
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completo dejando una pelicula de NTCPM limpia sobre el cubreobjetos. Finalmente, el cubreob-
jetos con la pelicula de NTCPM sobre éste fue enjuagado copiosamente con agua desionizada
para remover los residuos (Figura VI-3c).

a) b)

Figura VI-2. Dispersion de los NTCPM. a) NTCPM en polvo. b) Suspénsién de NTCPM en ultrasonido. c) Suspension de

NTCPM reconstituida.

a)

Figura VI-3. Preparacion de la pelicula de NTCPM. a) Sistema de filtracion construido para este trabajo. b) Membrana
de celulosa con NTCPM en su superficie. c) Cubreobjetos de vidrio con la pelicula limpia de NTCPM.

Adhesion del alambre de plata
La adhesion del alambre responde al requerimiento de enviar/recibir sefiales eléctricas
desde el electrodo. Un alambre de plata (AGT0510 WPI, USA) de 30 mm de longitud fue adherido
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sobre la pelicula de NTCPM con pintura conductiva de carbén (Pelco 16053, Ted Pella Inc, USA);
la cual, se dejo secar a temperatura ambiente por aproximadamente 12 hr. Posteriormente, la
unidn fue recubierta con Sylgard 184 (Elastémero de silicona Dow Corning, USA) para proveerla
de soporte mecdanico y aislamiento eléctrico. El Sylgard es un material hidrofébico que resiste la
degradacion quimica y la acciéon de contaminantes, es empleado principalmente como aislante
eléctrico y no tiene efectos neurotoxicos (Klemic, Klemic, Reed, & Sigworth, 2002).

Esterilizacion

Con el fin de evitar la contaminacion celular, el electrodo (Figura VI-4) fue esterilizado en
autoclave a 19-21 psi por 40 min (140 °C aproximadamente) y expuesto por 5 min a luz ultravio-
leta. La esterilizacion por vapor mata microorganismos mediante la destruccion de los compo-
nentes metabolicos y estructurales esenciales para su reproducciéon, mientras que la luz UV dana
los enlaces quimicos de su ADN (Walker et al., 2012), (Rutala & Weber, 2004).

Alambre de
plata aislado

—\ Sylgard

Pintura conductiva

de carbén Pelicula de Cubreobjetos
NTCPM de vidrio

Figura VI-4. Esquema del eNTCPM construido para este trabajo.

Caracterizacion del eNTCPM

Una vez concluida la construccién de los electrodos, se realizo la caracterizacion morfolo-
gica y eléctrica para obtener los pardmetros morfoldgicos y eléctricos de la superficie del
eNTCPM. Estos parametros son importantes para comprender los resultados experimentales y
también para la construccidon del modelo.

Caracterizacion morfoldgica, quimica y estructural de la superficie del eNTCPM

La caracterizacion morfoldgica y quimica permitié conocer como y cudl era la composi-
cion de la superficie donde se cultivaron las células y, por otra parte, reveld informacién impor-
tante acerca de la geometria real de la misma; la cual seria utilizada posteriormente para la cons-
truccion del modelo.

Microscopia dptica: Las imagenes Opticas de la superficie del electrodo fueron adquiridas
con un microscopio Carl Zeiss y digitalizadas con una cdmara Cannon.

Microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés): La superficie también fue
caracterizada mediante SEM. Este tipo de microscopia produce imagenes con alta resolucion y
profundidad de campo. Las micrografias fueron adquiridas con un microscopio JEOL JSM-
5900LV (Jeol Ltd., Japon). Para obtener estas ultimas, fue necesario recubrir la superficie del
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eNTCPM con una pelicula delgada de oro (10 A aprox.). Asimismo, imégenes a diferentes angu-
los fueron adquiridas para obtener el espesor de la pelicula de NTCPM.

Microscopia electronica de transmision (TEM por sus siglas en inglés): Las muestras fueron
tijadas en glutaraldehido al 3.5 % por 48 hr, y postfijadas con tetraoxido de osmio al 1% por 2hrs,
después fueron deshidratadas a través de una serie de concentraciones de etanol (30- absoluto%)
para después ser embebidas en resina EPON 812. Se realizaron cortes ultra finos con cuchilla de
diamante para después ser observados con un microscopio electrénico de transmisién (JEOL JEM
12000 EII).

Microscopia de fuerza atémica (AFM por sus siglas en inglés): Para obtener informacion mor-
fologicay geométrica de la superficie real del electrodo, asi como una perspectiva 3D de la manera
en la que se distribuyeron los NTCPM sobre ésta, se tomaron imagenes por AFM (Figura VI-5).
Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio Nanoscope III Multimode SPM (Digital Ins-
truments, USA) en modo intermitente u oscilante, a una velocidad de barrido de 0.3 Hz em-
pleando puntas TESP (Veeco, USA) repitiendo cada zona por lo menos tres veces; esto ultimo
para confirmar que la interaccion de la punta con la superficie no la modificaba.

de la pelicula de =

notubos de carBono
Figura VI-5. Esquema de la caracterizacion morfoldgica de la superficie del electrodo por AFM.

Espectroscopia Raman: Por otra parte, para realizar la caracterizacion quimica y estructural
de la superficie del electrodo, se empled espectroscopia Raman con laseres a una longitud de
onda de 633 nm y 510 nm (5-10 mW). Los espectros fueron adquiridos con espectroscopios Alpha

300 RA (Witec, Alemania) (Figura VI-16) y Horiba T64000 laser con longitud de onda de 532.1
nm; no se requirid alguin tratamiento adicional de la muestra (Figura VI-15).

Caracterizacion eléctrica y electroquimica del eNTCPM

La caracterizacion eléctrica y electroquimica se realiz6 con la finalidad de comprobar que
el electrodo era capaz de transmitir senales eléctricas desde o hacia la célula y, para observar el
comportamiento del mismo inmerso en el medio extracelular; a su vez, también sirvié para obte-
ner los parametros eléctricos experimentales que posteriormente serian introducidos en el mo-
delo.
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Medicion de resistividad superficial (4 puntos): Se utiliz6 la técnica de los cuatro puntos
(Heaney, 2004) con un cabezal SP4 (Lucas Labs, USA) para asegurar la conductividad y medir la
resistividad eléctrica de la superficie del eNTCPM (Figura VI-6). Las mediciones adquiridas se
aplicaron posteriormente a las ecuaciones del método para calcular la resistencia superficial y

volumétrica en peliculas delgadas circulares con un factor de correccién Cp G) de 0.942.

d
o TR Co ()
P In(2)
Rm:-i = R.:?up : Ts

Ecuacion VI-1. Resistividad superficial y volumétrica. Donde R es la resistencia eléctrica medida, Co es el factor de
correccion, d es el didmetro de muestra, s es la distancia entre las puntas de prueba, Ts es el espesor de la pelicula.

Ohm por cuadrado Lﬂq) eslaunidad de medida de la resistividad de una pelicula delgada

de un material utilizando la técnica de los cuatro puntos. Es igual a la resistencia entre dos elec-
trodos en lados opuestos de un cuadrado tedrico. El tamafo del cuadrado no es importante
(“Sheet Resistance and the Calculation of Resistivity or Thickness Relative to Semiconductor
Applications,” 2017.). También, para observar el comportamiento eléctrico de la pelicula cons-
truida (linealidad), se aplico una corriente eléctrica que se fue incrementando mientras se media
el voltaje desarrollado respecto de estos cambios.

a) b)

. Medidoffif orfiefite_ _ Medidordevje

-/

Muestra

Electrodos

1 2l 3| 4
Pelicula de NTCPM

Figura VI-6. Medicion de resistividad superficial. a) Sistema de medicion de resistividad superficial por el método de
los cuatro puntos construido para este trabajo. b) Esquema de medicion por el método de los cuatro puntos sobre la
superficie del eNTCPM.
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Conductividad eléctrica: La continuidad eléctrica entre el alambre de plata y la pelicula de
NTCPM fue verificada con una prueba de conductividad hecha con un multimetro (Fluke 179,
USA).

Electroquimica: Utilizando el potenciostato marca BAS 100B/W (Bioanalytical Systems Inc,
2001), se caracterizd por medio de los métodos de voltametria ciclica (Mabbott, 1983) y cronocu-
lombimetria (Laviron & Roullier, 1985), el comportamiento de la interaccion eNTCPM - medio
extracelular (electrélito) en un drea (geométrica) determinada; el electrdlito fue la solucién extra-
celular preparada para los registros electrofisiologicos (definida mas adelante en la caracteriza-
cion electrofisiologica). La voltametria ciclica es una técnica electroquimica en la cual se aplica un
potencial de manera continua al electrodo y se registra una corriente mientras que la cronocu-
lombimetria se aplica un pulso de potencial y se registra la densidad de carga. Con estos estudios,
se obtuvieron pardmetros como: la capacitancia de doble capa y la resistencia de interfase super-
ficial; que posteriormente se agregarian al modelo. Previo a dichos experimentos, el potencial de
reposo o de equilibrio del eNTCPM inmerso en el medio extracelular fue monitoreado.

Como referencia de las propiedades eléctricas, estas mismas pruebas se hicieron sobre dos
tipos de electrodos distintos; uno construido con nanofibras de carbono (NFC) y otro de oro con
estructura Au(111).

Modelado y simulacién por el método de los elementos finitos del eNTCPM (l)

Como primer paso en el modelado y la simulacion por el método de los elementos finitos
(MEF) del sistema, se genero la geometria 3D del eNTCPM a partir de su caracterizacién morfo-
logica. En la construccion digital de estas geometrias, se siguié un procedimiento de extraccion y
procesamiento de datos para poder presentarlas en el software de simulacion.

De la caracterizacién por AFM, se obtuvieron las caracteristicas superficiales, mientras
que por SEM se adquirid el espesor promedio del electrodo. Las imagenes proporcionadas por
AFM, son matrices de datos que contienen las coordenadas relativas X, Y, Z de la superficie con
respecto al microscopio. Al traducir estas matrices a imagenes, se genera la representacion geo-
métrica de las superficies 3D reales.

En la simulacién del comportamiento eléctrico, se utilizo el médulo AC/DC de Comsol
(Comsol AB, USA); el cudl, provee un entorno de simulacion electromagnética donde se pueden
ejecutar simulaciones en estado estatico, semi-estatico, transitorio y armoénico. Dentro de este mo-
dulo, se emplearon las interfases fisicas "Electric Currents" y "Electric Currents, Shell"; que, pue-
den ser aplicadas en todas las dimensiones espaciales y en estudios del tipo estacionario, en el
dominio de la frecuencia, estudios dependientes del tiempo y en el andlisis de pequefia sefal.
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Estas interfases resuelven la ecuacion de conservacion de corriente basada en la ley de
Ohm, empleando el potencial eléctrico escalar como variable dependiente, y se emplean basica-
mente para calcular el campo eléctrico, la corriente y la distribucion de potencial en un medio
conductor bajo ciertas condiciones (Comsol Documentation).

Construccion geométrica del eNTCPM

Extraccion y procesamiento de los datos superficiales 3D de la imagen de AFM. Para el caso del
eNTCPM, los datos superficiales 3D de la imagen de AFM fueron extraidos y procesados con
Matlab; en este punto, se interpolo la imagen para agregar o disminuir datos en la misma.

Acondicionamiento de la geometria del eNTCPM. A continuacion, la matriz de datos superfi-
ciales se envid a Comsol; que fue el programa seleccionado para simular el comportamiento eléc-
trico del electrodo por el MEF. Con las herramientas de dibujo promocionadas por este software,
la superficie del eNTCPM fue acondicionada, reparada y embebida en un bloque de tal manera
que su espesor simulara el espesor promedio de la pelicula de NTC.

Simulacion del comportamiento eléctrico del eNTCPM

Medicién de resistividad superficial: En esta simulacion se recreo el experimento de la medi-
cién de resistividad superficial por el método de los cuatro puntos (Pag. 33). Para ello, se cons-
truyd una geometria de dimensiones reales (Figura VI-7) a la cual, se le asignaron las propiedades
de espesor promedio y conductividad eléctrica, obtenidas de manera experimental, y de permiti-
vidad relativa, obtenida de la literatura. En la implementacion de la simulacién se utilizé el mo-
dulo "Electric Currents, Shell" (mdédulo de cdscara o peliculas delgadas) y, las ecuaciones emplea-
das por ésta fueron:

Vr- (TE.IU =
J=aF+],
E=-VV

Ecuacion VI-2. Ecuaciones de conservacion de corriente para peliculas delgadas en Comsol. Donde J es la densidad de
corriente en A/m?, es la densidad de carga en C/m?>, la conductividad eléctrica en S/m, E es el campo eléctrico en V/m,
la densidad de corriente generada de manera externa en A/m?, V el potencial eléctrico en V' y Ts es el espesor de la
cdscara o pelicula delgada.

El resultado de la diferencia de potencial (entre los puntos 3 y 6) obtenido de la simula-
cidn, se divide entre la corriente de estimulo para obtener la resistencia R, que se sustituye en la
Ecuacién VI-1 presentada anteriormente. Finalmente, se resuelve la ecuacion y se encuentra la
resistividad superficial/volumétrica simulada.

eNTCPM en el medio extracelular. La segunda simulacion realizada, fue la reproduccion del
experimento de la interfase electrodo/electrdlito. En este caso, la geometria del electrodo con sus
propiedades eléctricas fue embebida en un cilindro que representa al medio extracelular. A esta
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nueva geometria también se le asignaron propiedades de conductividad eléctrica y permitividad
relativa, que fueron obtenidas de manera experimental y de la literatura respectivamente. Se em-
plearon, ademas, las mismas ecuaciones del estado estacionario que para el caso anterior. En esta
simulacion, se aplicd un potencial negativo en el eNTCPM, mientras que una regién del medio
extracelular fue enviado a tierra. Este experimento tiene la finalidad de observar cdmo se com-
porta el sistema para estimular o registrar sin la presencia de la neurona.

Vemd (1) 1

Figura VI-7. Esquema de la simulacion del experimento de los cuatro puntos. Entre la terminal 2 y 7 se aplica un pulso
de corriente y entre las terminales 3 y 6 se mide el voltaje desarrollado por la pelicula.

Resultados

Disefio y construccion del eNTCPM
El electrodo construido para llevar a cabo el desarrollo experimental del sistema de regis-
tro/estimulacién de la linea celular se muestra en la Figura VI-8.

Alambre de Alambre de
plata aislado plata aislado

Sylgard
Pintura conductiva
de carbén

<—— Sylgard

Pintura conductiva Pelicula de NTCPM

de carbdn Pelicula de Cubreobjetos
de vidrio

NTCPM

Figura VI-8. Imagen y esquema del eNTCPM disefiado y construido en el laboratorio de nanotecnologia e ingenieria
molecular para el desarrollo experimental.

Caracterizacion del eNTCPM
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Caracterizacion morfoldgica, quimica y estructural de la superficie del eNTCPM

La caracterizacion morfologica de la superficie del eNTCPM muestra la densidad, distri-
bucion y el arreglo que adoptaron los NTCPM al emplear el método por filtracion de vacid para
construir la pelicula.

Microscopia dptica: En las imagenes por microscopia Optica es posible observar que los
NTCPM se distribuyen de manera uniforme; aunque, algunas areas del cubreobjetos de vidrio no
fueron cubiertas con la misma densidad de éstos (Figura VI-9).

a) . ] % ’ L b)

100 m 50 ey el dm e X RNl 40 pm T
Figura VI-9. Imdgenes de microscopia dptica de la distribucion de los NTCPM sobre la superficie del

vidrio. Se observan algunas dreas que no fueron cubiertas con la misma densidad de éstos.

cubreobjetos de

Microscopia SEM: Mediante SEM es posible observar que se forma una red compleja de
NTCPM desorientados (Figura VI-10a), asi como algunos agregados los cuales indican que la dis-
persién no fue completamente efectiva. En esta imagen se puede ver que los NTCPM no son rigi-
dos, sino que pueden adoptar diferentes conformaciones. Para conocer el espesor de la pelicula,
se obtuvieron imagenes con la muestra colocada a diferentes angulos. Como es posible observar
en la Figura VI-10b, el espesor no es completamente uniforme; por lo que se calculé un espesor
promedio de 3.362 um a partir de diferentes zonas en la imagen. Por otra parte, mientras se in-
tentaba determinar dicho espesor, se observaron NTCPM individuales o en pequefios paquetes
orientados verticalmente sobre la superficie (Figura VI-10b recuadro). Este fenémeno estructural
fue posteriormente confirmado mediante AFM. En este caso, se muestra un NTCPM situado de
manera vertical con dimensiones de 60 nm de didmetro y 433 nm de altura sobre la superficie de
la pelicula.

Microscopia TEM: En la caracterizacion por TEM se puede notar la estructura interna de
los NTCPM distribuidos en la red de manera individual e interconectados formando uniones. En
la Figura VI-11, se observan nuevamente los NTCPM desorientados, asi como algunos lugares
donde éstos no cubrieron la superficie del cubreobjetos con la misma densidad. A mayor acerca-
miento (Figura VI-11b), es posible distinguir la conformacion, asi como las paredes internas en
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cada tubo. En esta imagen se tienen NTCPM con didmetros externos de 10-40 nm aproximada-
mente. El nanotubo medido en la figura tiene un didmetro externo de 40 nm mientras que su
didmetro interno es de 6 nm. Cabe mencionar que la muestra no presento alteraciones debidas al
haz de electrones en SEM ni en TEM.

Agregados

Individuales

Pelicula de
NTCPM

Cubreobjetos

2 um de vidrio

Figura VI-10. Micrografias SEM de la superficie del electrodo. a) Red compleja de NTCPM desorientados con agrega-

dos ocasionales sobre la superficie (X 11000, 1 kV). b) Espesor de la pelicula de NTCPM (promedio calculado de 3.362

um; X 7500, 15 kV). En el recuadro se observa una imagen no comun de un NTCPM situado de manera vertical (60
nm de diagmetro y 433 nm de altura; X 65000, 15 kV).

Microscopia AFM: Las imagenes AFM muestran la superficie del eNTCPM de manera tri-
dimensional (3D). Dicha superficie se muestra completamente irregular, algo que ya se habia ob-
servado en las micrografias SEM donde se trat6 de determinar el espesor de la pelicula. La Figura
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VI-13a, muestra una superficie 3D rugosa que, como veremos mas adelante, es un parametro fi-
sico importante para la adhesion celular (esta técnica permite cuantificar la rugosidad Rms (Rq)
de la zona que se esta analizando). En este caso, para un area aproximada de 9 um?la Rms (Rq)
fue de aproximadamente 158.75 + 2.51 nm.

U 80 kV|X12000

Figura VI-11. Imdgenes TEM de la superficie del eNTCPM construido. a) NTCPM distribuidos en red de manera alea-
toria, asi como lugares donde no se distribuyen con la misma densidad. b) Acercamiento que muestra la conforma-
cion y estructura de las paredes internas de NTCPM individuales e interconectados formando uniones. El NTCPM
caracterizado tiene un didmetro externo de 40 nm e interno de 6 nm.

Un acercamiento mayor (Figura VI-13b), permite apreciar con detalle la existencia regular
de pequenios picos sobre la superficie. Por sus dimensiones, 200 nm de diametro y 400 nm de
altura aprox. en algunos casos, se considera que estos picos estan formados por paquetes de
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NTCPM que se internalizan en la pelicula ya que, las hojas de especificaciones y las mediciones
realizadas muestran que los NTCPM utilizados tienen didmetros menores a 60 nm.

Las Figura VI-13 c y d muestran el analisis de seccidn o perfil que pasa por algunos de los
picos presentes en esta zona de la superficie. Con este analisis, se puede confirmar la irregulari-
dad de la superficie, cuantificar las alturas (p. ej. marcadores verdes 618 nm) y los didmetros de
los picos (p. ej. 116 nm marcadores rojos) situados de manera horizontal sobre la superficie.

Es importante mencionar que la adquisicion de estas imagenes se hizo de manera suave;
es decir, se buscé que la interaccion entre la punta y la superficie del electrodo fuera la suficiente
para poder adquirir imagenes de ésta sin modificarla y generar artefactos.

De los resultados anteriores se puede entonces construir un esquema general de la con-
formacion de la pelicula de NTCPM. Asi pues, en la Figura VI-12 se esquematiza una superficie
irregular (rugosa), sobre un sustrato de vidrio que presenta tubos individuales o nanopicos situa-
dos de manera regular sobre ella.

NTCPM verticales
Alambre de plata individuales o "nanopicos"
Pelicula
de NTCPM

Sustrato de vidrio

Figura VI-12. Esquema del eNTCPM caracterizado.

Haciendo un acercamiento en una zona con menor cantidad de NTCPM fue posible en-
contrar un par de tubos entrelazados o cruzados donde, se puede distinguir de manera clara la
forma en que hacen contacto entre ellos (Figura VI-14a). Esta imagen es importante pues la trans-
mision eléctrica a lo largo de la compleja red de NTCPM formada sobre la superficie del electrodo
se lleva a cabo principalmente en estos sitios de contacto.
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Figura VI-13. Imdgenes AFM de la superficie del electrodo. a) Imagen 3D que muestra una superficie rugosa de 9 um? con una Rms (Rq) de aproximadamente
158.75 nm. b) Detalles de la presencia regular de “nanopicos” sobre la superficie (200 nm de diadmetro y 400 nm de altura aprox.). c) y d) muestran una seccion de
la superficie donde se encuentran los nanopicos. Didmetro de un nanopico: marcadores rojos 116 nm. Altura del cubreobjetos al pico mds alto en esta zona:
marcadores verdes 618 nm. Didmetros de algunos nanotubos presentes en la zona 40-60 nm.
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El didmetro medido de uno de los NTCPM fue de 58 nm, mientras que su altura fue de 33
nm lo que confirma las mediciones realizadas con las técnicas anteriores (Figura VI-14b). Esta
imagen muestra una diferencia entre el didmetro y la altura medida lo que, al parecer, surge de
un ligero aplastamiento del NTCPM. Con esto se muestra que dichos elementos no son un mate-
rial completamente rigido y que pueden adaptarse mecanicamente a la zona donde se alojan.

a) b)

200

T ¥ 100.000 nm/div

100 z 200,000 nm/div

Figura VI-14. Par de NTCPM individuales entrelazados formando un sitio de contacto importante para la transmision
de sefales eléctricas. a) Imagen 3D de dos NTCPM. b) Perfil topogrdfico de un NTCPM. Los marcadores verdes indican
una altura de 33 nm mientras que los marcadores rojos indican un didmetro de 58 nm.

Como se ha podido observar morfoldgicamente, la existencia de NTCPM en la superficie
del electrodo es clara; sin embargo, para comprobar que se tienen NTCPM sin la presencia de
algin contaminante, el agente dispersante o de la membrana de celulosa utilizada para construir
la pelicula, y que su estructura no fue modificada durante este proceso, se realizo la caracteriza-
cién por espectroscopia confocal Raman. Cabe mencionar que concentraciones muy pequefias o
trazas de estos no son observables mediante este procedimiento. La técnica de espectroscopia
Raman se utiliza para estudiar la composicién quimica y estructural de los materiales (Sala, 1996).
El espectro obtenido muestra, la huella digital que caracteriza a determinado material.

Espectroscopia Raman: La Figura VI-15 muestra el espectro Raman del sustrato de vidrio
sobre el cual se construy¢ la pelicula de NTCPM (trazo azul). A continuacidn, se muestra el es-
pectro de los NTCPM puros donde se obtienen 2 bandas principales (trazo naranja). La banda
localizada por 1360 cm! corresponde a la banda D, que esta relacionada con la presencia de de-
fectos o desorden en el arreglo estructural de los sistemas del carbono mientras que la banda
localizada por 1590 cm™ corresponde a la banda G, la cual esta asignada a la vibraciéon del enlace
C-C en el plano (vibracion fundamental de primer orden) (Bokobza & Zhang, 2012), (Mariotti et
al., 2013); esta componente estd asociada a la vibracion de los a&tomos de carbono a lo largo del eje
y su posicidn es sensible a fenémenos de transferencia de carga de posibles dopantes (Domingo
& Santoro, 2007). La relacion de las dos bandas Icp) es utilizada para caracterizar el grado de
desorden estructural de los NTCPM analizados y en este caso para ver si su superficie ha sido
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modificada o no. Los siguientes espectros fueron tomados sobre la superficie del electrodo cons-
truido en dos zonas distintas: el espectro eNTCPM_a se adquirié donde habia mayor cantidad de
material (trazo verde) mientras que el espectro eNTCPM_b se obtuvo donde habia una menor
concentracion (trazo morado); en estos lugares, se observan practicamente las mismas bandas por
1350 cm™ y 1580 cm™. La relacién Iy para los NTCPM puros fue de 1.2 que aproximadamente
es igual en todos los caso. Esto indica que el proceso desarrollado para construir la pelicula no
modifico la superficie de los NTCPM.
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Figura VI-15. Espectros Raman del eNTCPM. Espectro del sustrato de vidrio (trazo azul), los NTCPM puros (trazo
naranja), y la superficie del eNTCPM en dos zonas distintas: mayor concentracion de material (trazo verde) y menor
concentracion (trazo morado). Las bandas G y D se encuentran aproximadamente en la misma posicion en todos los
espectros. Ademds, el valor de la relacion | (6/p)=1.2 permanece aproximadamente igual en todos los casos, esto indica
que no hubo modificaciones en su superficie.
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En la imagen Figura VI-16 se muestra un barrido o mapeo realizado con el espectrometro
sobre una region de la superficie del eNTCPM. Las zonas amarillas son las partes de la pelicula
que estan cercanas al plano focal y con mas NTCPM mientras que las obscuras representan las
mas alejadas y con menos NTCPM. En este caso, las zonas amarillas presentan un espectro bien
definido con las bandas principales de manera similar al obtenido anteriormente. En las zonas
obscuras el espectro pierde definicion y comienzan a aparecer las bandas correspondientes al
sustrato de vidrio, esto indica no solo que son las zonas mas alejadas del plano focal, sino que
también es donde menor cantidad de NTCPM existe. En este caso se tiene una banda por 2680
cm la cual se atribuye a un armoénico de la banda G. Cabe mencionar que la imagen de espec-
troscopia Raman confocal que se presenta, no es una imagen 3D como en AFM, sino un plano 2D.
Por lo que los colores artificiales no se refieren a las alturas si no a la regiéon donde predomina el
material con el espectro Raman correspondiente.
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Figura VI-16. Mapeo Raman de la pelicula de nanotubos. Las zonas amarillas representan las zonas con mds NTCPM
y cercanas al plano focal del espectrometro mientras que las negras las mds alejadas y con menos NTCPM. El espectro
se muestra definido en las zonas amarillas con las bandas principales mostrados anteriormente. En las regiones obs-
curas se pierde definicion y comienzan a aparecer las bandas del sustrato de vidrio. En el dvalo azul se encierran las
bandas principales de los NTCPM.

Este mapeo confirma que se construyo una superficie donde la densidad de NTCPM sobre
ésta varia, sin dejar de estar presentes, tal y como ya se habia observado con SEM y AFM. En esta
caracterizacion se obtuvieron espectros con las bandas caracteristicos de los materiales utilizados
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similares a los encontrados en la literatura (Bokobza & Zhang, 2012; Dresselhaus, Dresselhaus,
Saito, & Jorio, 2008; Ngo et al., 2013). Al no encontrar bandas nuevas o desconocidas, se pudo
comprobar que se obtuvo una superficie de NTCPM sin la presencia de algun contaminante y
que su estructura no fue modificada durante el proceso de construccion.

Caracterizacion eléctrica y electroquimica del eNTCPM

La caracterizacion eléctrica del eNTCPM se realizé con el fin de comprobar que era capaz
de transmitir senales eléctricas a través de él, asi como el de medir su resistividad superficial.
Para comparar las propiedades eléctricas de la pelicula de NTCPM construida, el mismo proce-
dimiento de caracterizacion también se llevo a cabo para un material comtinmente utilizado en
la construccién de EN como lo es el Au(111) y, para NFC, otro nanomaterial de distintas caracte-
risticas que pudiera también ser utilizado para este fin; ambos en peliculas de espesor delgado.

Medicién de resistividad superficial (4 puntos): El método de los cuatro puntos revel6 que la
pelicula de NTCPM tiene una resistividad relativamente alta de aproximadamente 9 k()/sq. Para
obtener la resistividad volumétrica, esta tltima medicién se multiplicod por el espesor promedio
calculado de las imagenes SEM. Un resumen de las mediciones realizadas para éste y los demas
materiales es presentado en la Tabla VI-2. Por otro lado, la continuidad eléctrica entre el alambre
de plata y la pelicula de NTCPM fue exitosamente verificada mediante pruebas de conductividad.

Tabla VI-2. Promedio de las mediciones de resistividad superficial y volumétrica de la pelicula de NTCPM, el Au(111)
y las NFC.

Material Resistividad superficial (Q/sq) Resistividad volumétrica g (Qm)
Placa de Au(111) 0.076 19 x 10°9*
Pelicula de NTCPM 8728.246 0.029**
Pelicula de NFC 4364.161 0.102***

*Espesor promedio de 250 nm, n=9
**Espesor promedio de 3.362 nm,n=3
***Espesor promedio de 10.514 um, n = 3b

El parametro que se utiliza en la simulacion es la conductividad, por lo tanto, recordando
que:

Ecuacién VI-3. Conductividad. Donde o es la conductividad eléctrica y g es la resistividad volumétrica.

Por lo tanto, se tiene que:

h)
a = 34.482 —
m

= 00290 -m

En ocasiones, los materiales presentan comportamientos no lineales dependiendo de la
magnitud de las senales eléctrica aplicadas. Para corroborar o no dicho comportamiento en la
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pelicula de NTCPM, dentro del intervalo de uso, se utiliz6 el mismo método de los cuatro puntos
para aplicar diferentes magnitudes de corriente y, se fue registrando la magnitud del voltaje; esto
también se realizd para los otros materiales. Con estas mediciones, se construyeron las curvas
corriente-voltaje de las distintas superficies analizadas (Figura VI-17). Los resultados muestran
que todos los materiales se comportan de manera lineal dentro del intervalo de corrientes aplica-
das.

a) b) Q)

d)

Curvas de corriente-voltaje

— AU(111) e NTCPM e NFC

NFC 1000
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Figura VI-17. Curvas corriente-voltaje. a) Au(111), b) NTCPM y c) NFC. En todos los casos, R es la resistencia medida
entre las terminales. d) Grdfico comparativo de las curvas corriente-voltaje para los distintos materiales estudiados.
En este grafico se tiene que la pelicula de NFC fue el material con mayor resistencia eléctrica seguido muy de cerca
por la de NTC mientras que la de Au(111) es el de menor resistencia.

Estos resultados muestran que se tiene una pelicula altamente resistiva que sin embargo
se puede considerar conductiva de acuerdo con algunos otros tipos de materiales empleados en
la construccion de EN (Tabla VI-3) (Fromherz, 2003).

Tabla VI-3. Tabla de resistividad/conductividad de distintos materiales.
Material conductivo Au(111) NTCPM NFC Sio,*
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Resistividad <1x10°Qm 19 x 10°Qm 0.029 Om 0.1020m 1x 102 Qm

Conductividad >1x102%S/m 52.631x10°S/m 34.482S/m 9.803S/m 1x10%?S/m
*(Semiconductor, 2002)

+ Conductividad -

Electroquimica. La caracterizacion electroquimica tiene la finalidad de estudiar como se
comporta el electrodo al introducirlo en un medio acuoso (electrolito). En este caso, el electrodo
fue sumergido en la solucidn extracelular preparada para los registros electrofisiologicos; en la
Tabla VI-4, se muestra su conductividad medida experimentalmente a temperatura ambiente. Es
importante mencionar que la conductividad de las soluciones es menor que la de la pelicula de
NTCPM,; que fue de 34.482 S/m.

Tabla VI-4. Conductividad de soluciones extracelulares utilizadas.
Solucién extracelular Conductividad (S/m)
Sin glucosa 1.545
Con glucosa 1.193

Nuevamente, para comparar las propiedades, ahora electroquimicas del eNTCPM,, la ca-
racterizacion se llevd a cabo también para electrodos de Au(111) y de nanofibras de carbono
(NEC).

Al entrar en contacto el electrodo con la solucién extracelular, se desarrolla una diferencia
de potencial que va cambiando con el tiempo debido al reacomodo de iones o particulas cargadas
en la interfase. Para conocer cémo se llevo a cabo este proceso en los electrodos, se registro la
diferencia de potencial desde que se sumergieron hasta que se alcanzo el potencial en estado
estable.

En la Figura VI-18a se muestra este proceso para un electrodo de oro (area 0.361 cm?); al
inicio, se desarrolla un potencial negativo que va evolucionando hasta alcanzar el potencial de
equilibrio o estado estable en aproximadamente 85 mV. Para el caso del eNTCPM (4rea 0.329
cm?), el potencial desarrolla su maxima amplitud al inicio (siendo esta positiva), para posterior-
mente, alcanzar el potencial de equilibrio en 2.5 mV después de 2 hr aproximadamente. En ambos
casos, parece que este proceso sigue un comportamiento exponencial. En la Tabla VI-5 se muestra
el valor maximo, minimo y el promedio del potencial desarrollado en un periodo de tiempo.

Tabla VI-5. Potencial de interfase desarrollado.

Tiempo transcurrido  Potencial maximo Potencial minimo Potencial promedio
(s) (mV) (mV) (mV)

Au(111) 7500 86.421 -320.000 48.040

eNTCPM 7500 23.836 1.934 2.204

Electrodo
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Figura VI-18. Potencial de interfase desarrollado en un periodo de tiempo. a) electrodo de Au(111) (drea 0.361 cm?)
y para b) eNTCPM (drea 0.329 cm?) inmersos en solucion extracelular hasta alcanzar el potencial de equilibrio en
aproximadamente 4500 s. En ambos casos parece seguir un comportamiento exponencial.

A continuacidén, se muestran los resultados obtenidos de los experimentos de voltametria
ciclica para el electrodo de estudio y los construidos con otros materiales. Este experimento per-
mitié observar como se comporta el electrodo inmerso en la solucion extracelular cuando se aplica
una diferencia de potencial al sistema.

En la Figura VI-19 se muestra el voltamograma para los electrodos estudiados en un in-
tervalo de voltaje de -1500 a 1000 mV. Al inicio del voltamograma se encuentra la zona de evolu-
cion de hidrégeno, que es donde todos los trazos tienden hacia valores negativos de corriente,
mientras que en el extremo opuesto se encuentra la zona de evolucidon de oxigeno que es donde
los trazos tienden hacia valores positivos de corriente. La zona que se encuentra en medio de
estas dos es conocida como la ventana de agua. Estas zonas cambian dependiendo del electrodo
en cuestion. En la grafica se marcan estas zonas para el electrodo de Au(111); sin embargo, para
los otros electrodos estas zonas se pueden modificar.

En el trazo del electrodo de Au(111), aparecen distintos picos que indican reacciones de
oxido/reduccion faradicas o de transferencia de carga entre el electrodo y el electrolito. Esto sig-
nifica que el electrodo transfiere electrones al electrolito y viceversa; lo cual, puede generar o no
especies toxicas para las células en la interfase. Tanto en el trazo del eNTCPM como en el del
eNFC (electrodo de nanofibras de carbono) no se presentan picos, lo que indica que predomina
el proceso no faradico o de reacomodo de cargas en la interfase; las reacciones de 6xido/reduccion
taradicas o de transferencia de carga existen pero son menores. El trazo del eNFC es mucho mas
estrecho que el del eNTCPM lo que indica que el proceso de reacomodo de cargas en la interfase
es menor porque la region polarizable es mas estrecha, el reacomodo de cargas es mucho mas
sencillo y rapido. No hay corriente de transferencia, no hay picos redox.
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Figura VI-19. Voltamograma de -1500 a 1000 mV de electrodos construidos con diferentes materiales. En esta figura
se observa que el electrodo de Au(111) presenta reacciones farddicas o de transferencia de carga con el electrolito
(picos de oxido/reduccion) mientras que en el eNTCPM y el eNCF solo presenta el reacomodo de carga (no farddica);
siendo este trazo de menor amplitud para este ultimo. Esta es la zona de la doble capa o estabilidad donde no existe
interaccion con el electrodo. La zona inicial representa la evolucion de hidrogeno mientras que el otro extremo re-
presenta la evolucion de oxigeno. La zona intermedia es la ventana de agua.

A continuacion, se selecciond una zona dentro de la ventana de agua para hacer votame-
tria ciclica en el eNTCPM tnicamente (Figura VI-20). En un intervalo de menor voltaje (-600 a 600
mV) se observan pequefios picos que indican una pequefia reaccion faradica por lo que se redujo
nuevamente el intervalo de voltaje para evitar estos picos. En este nuevo intervalo (-400 a 50 mV),
se tiene solo una reaccion no faradica o de reacomodo de cargas en la interfase. Este comporta-
miento es similar a lo que sucede en un capacitor electrolitico por lo que la magnitud de corriente

que se obtiene en el estado estable se le conoce como corriente capacitiva (ic).

Una vez que se obtuvo la magnitud de i, se utilizé la férmula para calcular esta corriente

en un capacitor y, de ella, despejar la capacitancia.

¢ dv
te=0r
_ ig
€=y
dat

Ecuacidn VI-4. Corriente capacitiva. Donde ic es la corriente capacitiva, C la capacitancia y dv/dt es la tasa o veloci-

dad de barrido.
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Figura VI-20. Voltamograma -600 a 600 mV'y de -400 a 50 mV. El primer trazo muestra picos que indican una reaccion
farddica. El segundo trazo presenta solamente reacomodo de cargas en la interfase. La magnitud de corriente que
se obtiene en el estado estable se le conoce como ic.

Recordando que en el experimento de voltametria ciclica se aplica un voltaje en el tiempo

de acuerdo con:

dV

— = Scan Rate

dt

Ecuacion VI-5. Tasa o velocidad de barrido.

de los parametros que se ajustan en el experimento de voltametria ciclica se tiene que:

mV
Scan Rate = 1EIEIT

Por lo que sustituyendo los valores experimentales en la férmula se obtiene directamente

el valor de la capacitancia:

ir =493 x 107%

cm
f

A

]
&

C= 4—9.3><10_6C

1L

Del anterior procedimiento se observa que la tasa o velocidad de barrido tiene un efecto

importante sobre la capacitancia de la interfase; por lo que, para evaluar tal efecto, éste se fue

cambiando en el experimento de voltametria ciclica para ese ultimo intervalo de voltaje. Lo que

sucedid fue que conforme se aumento la velocidad de barrido, la corriente capacitiva también se

incremento (Figura VI-21).
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Figura VI-21. Efecto del incremento de la velocidad de barrido en el experimento de voltametria ciclica. a) Voltamo-
grama a diferentes velocidades de barrido. b) Grdfica del incremento de ic respecto de la velocidad de barrido.

Haciendo de nuevo el calculo de la capacitancia para una velocidad de barrido mayor, se
puede observar que la capacitancia disminuye; de manera que ésta es inversamente proporcional

ala i
vV
SR =10—
5
A
fr=189.4x 1078 —
cm*
= 1894 x '1lf.'l_ﬁ'i2
Cm

En el experimento de cronocoulombimetria se aplicéd un pulso de voltaje de 450 mV por 1
s al sistema y se registré la cantidad de carga en la interfase. La Figura VI-22a muestra que el
comportamiento de la interfase es similar al de un capacitor; mientras el pulso se mantiene, la
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interfase se carga hasta alcanzar el estado estable o de carga maxima y una vez que este termina,
el capacitor comienza a descargarse. Si el pulso de voltaje es corto, la interfase no se cargara en
su totalidad.
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Figura VI-22. Cronocougrama del eNTCPM con un pulso de duracion de a) 1000ms y de b) 20 ms. Amplitud del pulso
450 mV (de -400 a 50 mV).

Para conocer la corriente en la interfase a partir de la carga, ésta ultima tnicamente se
debe derivar. De igual manera, se tiene que el comportamiento es similar al de un capacitor donde
se observan los transitorios de corriente al inicio y final del pulso de estimulacion (Figura VI-23).

Cronoamperograma
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Figura VI-23. Cronoamperograma (derivada de la Cronoculombimetria) para obtener de la corriente en la interfase.

De la grafica anterior, se puede observar que la corriente sigue un comportamiento expo-
nencial en el tiempo; recordando que:

-

T—R-C

Ecuacion VI-6. Constante de tiempo. Donde t es la constante temporal, R es la resistencia y C es la capacitancia.
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Despejando y utilizando la capacitancia de la interfase calculada anteriormente se puede
obtener la resistencia en la interfase:

R=-
C

del ajuste de una exponencial al Cronoamperograma (Figura VI-23) se tiene:

- R T R i Tl R
L= LU A LY 3
Finalmente, se obtiene la resistencia en la interfase para el pulso de voltaje aplicado utili-
zando la capacitancia adquirida para un “Scan Rate” de 10 mV/s.

62.46x 10735 n
R= =1266 —
cCIm

49.3x 1076 L
Cm

con la capacitancia para un “Scan Rate” de 10 V/s.

62.46 % 103 5 n
R = =3297 —
CI1

18.94 x 107¢ !

C‘J‘l’tz

Como se observa en los experimentos anteriores, el valor la capacitancia disminuye mien-
tras que el de la resistencia aumenta conforme se incrementa también la magnitud del potencial
(“Scan Rate”) aplicado; esto indica que los procesos faradicos o de transferencia de carga predo-
minan conforme éste ultimo se aumenta.

Modelado y simulacidn por el método de los elementos finitos del eNTCPM (l)

Construccion geométrica del eNTCPM

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la construccion de la geometria
del eNTCPM. En la Figura VI-24a y b, se muestran diferentes perspectivas de la imagen AFM
extraida y procesada con Matlab. En la Figura VI-24c se muestra la geometria construida del elec-
trodo en Comsol. En esta imagen se observa que la superficie es embebida en un bloque sélido
con el que se recrea el espesor de la pelicula de NTCPM. Con esto, se obtiene la geometria que
representa una parte del electrodo con sus caracteristicas fisicas reales para posteriormente utili-
zarla en la simulacion por el MEF. Cabe mencionar que la superficie puede ser tratada tanto en
Matlab como en Comsol para adecuarla a las condiciones de estudio que se requieran.
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a)

X 2.000 pm/div
Z 1100.000 nm/div

b)

Superficie del eNTCMP 3D

Figura VI-24. Construccion de la geometria del eNTCPM. a) Imagen experimental de AFM de la superficie del eNTCPM.
b) Imagen extraida y procesada con Matlab a partir de a). c) Construccion 3D del eNTCPM en Comsol.
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Simulacion del comportamiento eléctrico del eNTCPM

Medicién de resistividad superficial: La simulacion del método de los cuatro puntos se realizé
para corroborar que el comportamiento eléctrico del eNTCPM modelado, era capaz de reproducir
correctamente los resultados experimentales de resistividad superficial/volumétrica. Cabe men-
cionar que el espesor fue obtenido de la caracterizacion por SEM de perfil a 90° (Figura VII3),
mientras que la conductividad eléctrica fue obtenida de la misma caracterizacion eléctrica expe-
rimental (Tabla VI-2).

En la Figura VI-25 se muestra el resultado de la aplicacion de una corriente de estimula-
cion de 0.16 mA entre las terminales 2 y 7 de la geometria 2D modelada del electrodo con los
cuatro puntos. En la Figura VI-25a, es posible observar que la distribucion del potencial eléctrico
sobre la superficie del electrodo tiene mayor magnitud alrededor del punto de aplicacion de la
corriente mientras que su menor intensidad se encuentra cercana al punto de salida. La distribu-
cién de la magnitud del potencial en cada zona esta representada por un color asociado a la barra
a la izquierda del mismo. La Figura VI-25b muestra la distribucién de la densidad de corriente
sobre el electrodo; en este caso, las flechas rojas indican que la corriente se distribuye sobre todo
el electrodo partiendo del punto de aplicacion hasta el punto de salida, donde la magnitud de
corriente presente en cada zona es proporcional al tamafio de la flecha. Es claro que la mayor
parte de la corriente fluye sobre el camino mas corto entre los puntos de aplicacion, pero también
que una fraccion de esta se distribuye sobre el resto del electrodo.

La diferencia de potencial simulada entre los puntos 3 y 6 fue de 0.327 V. Esta diferencia,
se divide entre la corriente aplicada para obtener la resistencia R que se sustituira en la Ecuacion
VI-1 junto con el resto de los pardmetros experimentales y tedricos. Para la resistividad superficial

se tiene que:
0.327 V

P so0oie ) (094
e m(2)

Q
R.,, = 8742.834 o

Donde sq es cuadrado; por lo que la resistividad volumétrica es:

-

3362x107%m)

R,..=1(8742834m) -

P

Ry =002902 -m
Como se muestra en la Tabla VI-6, estos valores son similares o los obtenidos de manera
experimental.

Tabla VI-6. Comparacion entre valores de resistividad experimentales y simulados.
Resistividad Experimental Simulada
Superficial (,ﬂj 8720.000 8712834
q

Volumétrica (£2 - m) 0.029 0.029
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Figura VI-25. Resultados de la simulacion del experimento de los cuatro puntos. a) Distribucion del potencial eléctrico
sobre el eNTCPM donde se indican los puntos de aplicacion de corriente y registro de voltaje. Cada color sobre el
electrodo esta asociado a la barra de magnitud de potencial eléctrico a la izquierda del mismo. b) Lineas de flujo de
la densidad de corriente sobre el electrodo. Las flechas mds grandes indican una mayor magnitud de corriente pre-
sente en la zona.

Finalmente, es importante mencionar que debido a la diferencia entre las dimensiones
fisicas didmetro/espesor (mm/um) del electrodo, se hace uso de la fisica 0 modulo “Electric Cu-
rrent, Shell”. Dicho médulo permite modelar y simular geometrias como peliculas delgadas sin
la necesidad de representar fisicamente el espesor, el cual, en este caso es tres drdenes de magni-
tud menor. Para lograr esto, la dimension con menor orden de magnitud se introduce directa-
mente en las ecuaciones del sistema.

eNTCPM en el medio extracelular. En esta simulacidn, se aplicd un potencial negativo en la
base del eNTCPM 3D, mientras que una region del medio extracelular fue aterrizada para obser-
var como se comporta el sistema para estimular sin la presencia de la neurona (Figura VI-26a).
Los colores muestran la distribucion que tiene el potencial en el medio extracelular y sobre el
eNTCPM, el valor correspondiente a cada tonalidad esta asociado a un valor numérico en la barra
de colores. Ademas, se grafican las lineas de sentido y distribucion de corriente (Figura VI-26b).
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Tierra (region del medio extracelular)

Lineas desentido Lineas de flujo
de corriente de corriente

v 20  a— e AC
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Figura VI-26. Comportamiento eléctrico del electrodo en el medio extracelular. a) Esquema de protocolo de simula-
cion. b) Resultados de la simulacion por el MEF.

Esta simulacion mostré que hay un flujo de corriente del punto aterrizado hacia la region
mas cercana del eNTCPM debido a que la corriente circula principalmente por donde hay menor
resistencia; ademas, es importante contemplar que el medio extracelular tiene menor resistividad
que el eNTCPM en este trabajo y que las dimensiones del sistema simulado solo presentan una
pequefia fracciéon del sistema total.

Discusion

Disefio y construccion del eNTCPM

Inicialmente se presentan los resultados alcanzados en el disefio y la construccion del
eNTCPM exclusivo para esta investigacion (Figura VI-8) donde el método por filtracion de vacio
utilizado para construir su superficie (pelicula de NTCPM), hace que los NTCPM se distribuyan
de manera irregular y desorientada formando una red compleja sobre el cubreobjetos de vidrio.
También, es posible notar que algunas zonas de éste parecen no tenerlos; sin embargo, mediante
las técnicas de caracterizacion empleadas (Figura VI-9), se observa que aun cuando la pelicula
construida no tiene la misma densidad de NTCPM en toda su extension, en realidad solo hay
pequenas fracciones del cubreobjetos que no los contienen.
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Durante la caracterizacion morfoldgica de la superficie del eNTCPM se encontraron algu-
nas caracteristicas las cuales se piensa facilitan la adhesion asi como la obtencion de los registros
electrofisioldgicos de las células cultivadas sobre él. Dichas caracteristicas son pequenos picos o
mejor dicho nanopicos (por sus dimensiones) que se encuentran presentes de manera regular
sobre la toda superficie y que son originados por NTCPM individuales, o aglomerados de éstos,
orientados de manera vertical. Es importante mencionar que estos nanopicos incrementan la ru-
gosidad de la pelicula y que ésta es un parametro superficial que como se ha reportado (Blau,
2013), (Sorkin et al., 2009), (Price et al., 2004) influye de manera directa en la adhesion celular.

Otro detalle importante observado es que los NTCPM en la red tienen numerosos sitios
de contacto entre ellos. Esto es importante ya que tanto las fracciones de NTCPM como estos sitios
son las principales vias en la circulacion de corriente eléctrica a través de la pelicula y, por lo
tanto, la resistencia que presenten ambos elementos es determinante en el comportamiento eléc-
trico total del electrodo. A falta de caracterizar la resistencia eléctrica en los sitios de contacto y
las fracciones de los NTCPM, se especula que estos sitios de contacto se comportan como una
serie de resistencias en paralelo que tienen el efecto de disminuir la resistencia total del sistema;
lo cual, puede relacionarse directamente con los resultados reportados sobre la disminucién de
la resistividad en las peliculas de NTC conforme el incremento de su espesor (Park ef al., 2008).

Gracias a la caracterizacion realizada mediante AFM y SEM, fue posible hacer la construc-
cion de la geometria del electrodo que se utiliza en el modelado y la simulacion por el MEF; es
importante resaltar que no se trata simplemente de una geometria mas sino que incluye detalles
reales de la morfologia y el espesor del sustrato construido especificamente para esta investiga-
cién. Esta representacion geométrica sin embargo, esta limitada en dimensiones por la misma
técnica de caracterizacion debido a que el microscopio AFM tiene limitaciones mecanicas que
permiten adquirir imagenes de hasta 100 um en la direccion X, Y y de 3.543 um en Z, y en detalles
morfoldgicos por el método utilizado para modelar y simular su comportamiento ya que la com-
plejidad de la geometria y el exceso de detalles incrementa considerablemente el coste compu-
tacional. Para contrarrestar esta tltima limitacion, es posible manipular la superficie original me-
diante métodos de interpolacion o algun otro tipo de procedimiento que permita adecuarla y
obtener finalmente una geometria que pueda ser utilizada por el software de simulacion.

Al realizar el mapeo de la superficie del electrodo, la caracterizacion quimica y estructural
por espectroscopia Raman indico claramente la diferencia entre la superficie de vidrio y la de la
pelicula de NTCPM. Con esta técnica fue posible observar el espectro Raman caracteristico de los
NTCPM sobre la mayor parte de la superficie del electrodo, pero también es notorio que existen
zonas donde la intensidad del espectro disminuye y se observa con mayor intensidad el espectro
del vidrio. Este resultado es acorde con la caracterizacién morfolodgica donde se observé que hay
lugares con menor densidad de NTCPM pero no estan desprovistas de ellos. Por otra parte y
quiza mds importante aun, fue que el espectro Raman de los NTCPM puros fue igual al espectro
de los que conformaron la pelicula. Este resultado es importante porque indica que ni el proceso
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de dispersion ni el de la construccion de la pelicula modificaron su estructura ni su superficie; se
concluye esto gracias a la relacidn Iicp) que como ya se expuso anteriormente, es un indicador del
grado de desorden y de modificacion de la superficie. No obstante, este resultado se debe manejar
con cautela y probablemente es necesario realizar otro tipo de estudios complementarios a la es-
pectroscopia Raman.

Por otra parte, en la caracterizacion eléctrica se mostrd que el electrodo tiene conductivi-
dad eléctrica y que es capaz de transmitir sefiales eléctricas de manera satisfactoria; sin embargo,
debido al método de fabricacion de la pelicula y a las caracteristicas eléctricas de los NTCPM, la
resistividad es relativamente alta en comparacion con otro material comtiinmente utilizado para
la construccion de EN como lo es el oro. Como se puede ver en la Tabla VI-3, la conductividad
eléctrica de la pelicula de NTCPM se encuentra atin dentro de los valores en los que se considera
a un material como conductor y por otro lado, su conductividad es mayor que la pelicula cons-
truida con NFC y que la del SiO2 el cual es otro material también empleado en los EN. Finalmente
este parametro eléctrico de conductividad de la pelicula de NTCPM fue asociado a la geometria
del electrodo construida anteriormente. Cabe mencionar que se puede tener un mejor control en
la resistividad superficial del electrodo, en este caso para disminuirla, mediante el incremento en
la uniformidad superficial, agregando una mayor cantidad de NTCPM a ésta o aplicando algun
tipo de tratamiento superficial como recubrimientos con polimeros conductivos, solventes entre
otros (Marinho et al., 2012), (Jack et al., 2010), (Park et al., 2008), (Zhang et al., 2006), (Lu et al.,
2010), (Ludwig, Uram, Yang, Martin, & Kipke, 2006).

A continuacion, se reprodujo el experimento de medicion de resistividad superficial por
el método de los 4 puntos de la pelicula de NTCPM. En este experimento, es importante resaltar
que la propiedad del software para simular peliculas delgadas fue de gran utilidad ya que el MEF
requiere la construccidon de una malla para poder obtener la solucion de las ecuaciones de interés
sobre la geometria en cuestion y, si la diferencia en los drdenes de magnitud dimensionales es
muy alta, esto puede traer como consecuencia que el mallado sea muy complejo o inclusive que
no se pueda realizar. Como era de esperarse, la simulacién reprodujo de manera fiel los resulta-
dos experimentales y por otra parte muestra cémo se distribuye el potencial sobre el electrodo
ademas de la ruta e intensidad que tiene la corriente desde el punto de aplicacion hasta el de
salida.

La caracterizacion electroquimica es uno de los pasos experimentales mas importantes
pues determina la forma en que se comporta un electrodo inmerso en un medio acuoso. Al ser
este un proyecto en el que se estudia el registro/estimulacion neuronal, se reprodujeron las con-
diciones experimentales bajo las cuales se realiza; es por ello que en el estudio se utilizo6 la solu-
cion fisioldgica como electrolito. Los resultados experimentales mostraron primeramente que la
conductividad del eNTCPM es mayor que la del electrolito, lo cual indica que cualquier senal
eléctrica en las inmediaciones de éste fluira a través de él antes que en el electrolito. Por otro lado,
el potencial en la interfase electrodo-electrolito o potencial normal de electrodo, generado por el
acomodo de moléculas de agua, iones o alguin otro tipo de molécula es bajo y por lo tanto, el error
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proporcionado por éste a los registros adquiridos también es minimo. Probablemente el electro-
lito este solvatado y presente un poco de resistencia por los iones.

Cuando se aplica una diferencia de potencial a un sistema electrodo-electrolito, se pertur-
ban las condiciones en la interfase por tanto, el potencial normal de electrodo también lo hace.
Generalmente cuando esto sucede, siempre existe un reacomodo de especies en la interfase, lo
que genera reacciones no faradicas pero también en alguna medida transferencia de carga (Merrill
et al., 2005) lo que da origen a reacciones faradicas. Al respecto la voltametria ciclica, de manera
interesante, muestra que la superficie del electrodo no es tan reactiva, es decir, que en estas con-
diciones experimentales se tiene una zona de estabilidad o de doble capa eléctrica donde el
eNTCPM interacttia muy poco con el electrolito sino que predominan las reacciones del tipo no
faradicas y por tanto no presupone la generacion de especies toxicas para la célula como si lo hace
el de Au(111); ya que este tltimo, presenta algunos picos el voltamograma que indican algtin tipo
de reaccion faradica. El experimento de cronocoulombimetria por otra parte, muestra como el
sistema electrodo-electrolito, también se comporta como un circuito eléctrico RC cuando se aplica
un pulso de estimulacion.

De estos experimentos se obtiene la capacitancia y la resistencia por unidad de superficie,
los cuales son otros parametros experimentales importantes para caracterizar el electrodo en con-
tacto con el electrolito. El valor de estos dos parametros se ve seriamente afectado por la velocidad
de barrido o la magnitud de potencial por unidad de tiempo que se aplica, en este caso, mientras
mas abrupto sea el cambio, la capacitancia disminuye mientras que la resistencia aumenta. Este
resultado indica que si el potencial varia de manera abrupta, la transferencia de carga comienza
a ser dominada por los procesos faradicos mientras que los no faradicos disminuyen debido a
que no se le da suficiente tiempo a los iones, proteinas, moléculas de agua, etc. de acomodarse en
la interfase. Finalmente, estos parametros se agregaron al modelo.

La construccidn geométrica del electrodo tiene las caracteristicas y dimensiones superfi-
ciales reales de la pelicula construida aunque esto es solamente en un area de pm debido a las
limitaciones mecanicas del AFM, mientras que el espesor fue un promedio obtenido de la carac-
terizacidon por SEM. Con estos datos sin embargo, puede construirse una geometria bastante apro-
ximada de la situacién experimental real lo que permite obtener informacidon mas precisa de lo
que sucede en la interfase una vez que se simula el sistema.

La construccidn de geometrias realistas en trabajos similares no es muy frecuente y esto
es debido principalmente a que incrementan la complejidad asi como el tiempo de simulacion en
el MEF, cuando en ocasiones geometrias simples con las condiciones adecuadas de simulacion
pueden resolver la situacidn. Sin embargo, y como se verd mas adelante en este trabajo, las geo-
metrias juegan un papel importante en la obtencion de resultados adecuados que puedan aportar
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mas detalles e inclusive nueva informacién o perspectivas sobre el funcionamiento del sistema
completo.

Inicialmente se reprodujo el experimento de medicion de resistividad superficial para co-
menzar a trabajar con el software de simulacién y evaluar los resultados obtenidos a partir de
ésta. En este caso los resultados de la simulacion fueron practicamente iguales a los obtenidos de
manera experimental, algo que era de esperarse pues los parametros experimentales alimentaban
la simulacion. Este resultado ademads permite observar la distribucién del potencial, el sentido y
flujo de la corriente en el electrodo asi como sus valores en puntos especificos de la geometria;
algo que en un sistema real complejo puede resultar dificil o imposible.

Por otra parte, en la simulacion con la geometria realista del eNTCPM se utilizan estas
mismas propiedades y es posible distinguir que la corriente circula por la via mas corta entre la
zona aterrizada del medio extracelular y el electrodo, mientras que el potencial es casi el mismo
para todo el sistema. Estos resultados al igual que los anteriores eran esperados pero ademas,
confirman el buen funcionamiento del software ya que al reproducir los resultados experimenta-
les de sistemas sencillos, concede la seguridad de que al modelar y simular sistemas mas comple-
jos los resultados que se obtendran seran confiables. De esta forma, estos primeros resultados
muestran ya el poder de la simulacion para observar el comportamiento, en este caso eléctrico,
de un sistema.
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VII.  Cultivo, caracterizacion, estimulacion y modelado de la linea
celular NG108-15

Metodologia

Cultivo de la linea celular NG108-15 en
controles y sobre el e NTCPM

Propagacién de la linea celular
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Figura VII-1. Etapas del cultivo, caracterizacion, estimulacion y modelado de la linea celular NG108-15.
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A continuacion, se describe el desarrollo experimental que se siguié para construir
el sistema de estudio. La intencién de llevar a cabo estos experimentos fue la de observar el
comportamiento electrofisioldgico de las células NG108-15, que son un modelo bioldgico de
neurona, cultivadas sobre el eNTCPM asi como el de obtener algunos de los parametros
experimentales necesarios para la construccion y la validacion del modelo computacional.
El diagrama de la Figura VII-1 muestra las etapas generales que se cubrieron en este desa-
rrollo.

Cultivo de la linea celular NG108-15 en controles y sobre el eNTCPM

Las células de una linea celular neuronal requieren de un ambiente propicio para
crecer, pero fundamentalmente, deben contar con los nutrientes necesarios, con un sustrato
optimo donde adherirse y, mantenerse libres de cualquier tipo de contaminacién para poder
desarrollarse morfoldgica y funcionalmente. Se trabajé con células NG108-15, que son un
modelo bioldgico de células neuronales, ya que el principal interés era la interaccién tanto
fisica como eléctrica de neuronas en contacto con NTC.

Propagacion de la linea celular NG108-15

La linea celular NG108-15 adquirida de ATCC (Lot No. 58078652), se dej6 desconge-
lar a temperatura ambiente. Después, para remover los reactivos con los que fueron conge-
ladas, las células se centrifugaron con 5 ml de medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco, cat.21063029) a 300 g por 3 min. A continuacién, se removio el
sobrenadante y se agregaron 5 ml de medio de cultivo fresco para resuspenderlas. Poste-
riormente, la linea celularfue cultivada en cajas Petri de plastico con medio de cultivo su-
plementado con 10% de suero fetal bovino (FBS Gibco, cat. No 16000), 1 uM hypoxanthine,
0.4 uM aminopterin, 16 uM thymidine (50X HAT) (Sigma Aldrich, USA), y 1% de penicilina-
estreptomicina (GIBCO, cat. No. 15140). Las cajas fueron colocadas en una incubadora hu-
midificada con una mezcla de gases del 5% de CO:y 95% de aire a 37°C. Las células fueron
sub-cultivadas de 15-20 veces antes de sembrarlas sobre los controles y el eNTCPM.

Subcultivo de la linea celular en caja Petriy el eNTCPM

Para comparar si existe un efecto del eNTCPM sobre las células en cuanto a adhe-
sion, proliferacion, desarrollo de procesos dendriticos y registros electrofisiologicos, el cul-
tivo se realizé tanto en los electrodos como en sus respectivos controles. Previo al cultivo de
las células sobre el eNTCPM, éste fue colocado en una caja Petri de plastico (Corning 35 mm,
USA) con el medio de cultivo suplementado cubriéndolo completamente y manteniéndolo
con las mismas condiciones ambientales en la incubadora por un dia. Esto se hizo con el fin
de ajustar la temperatura del electrodo y conseguir que algunas moléculas del medio se
depositaran sobre su superficie y hacerla mas hidrofilica; lo que ayudé a que las células
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tuvieran mayores posibilidades de anclarse sobre la superficie (Wang, Fishman, Dai, &
Harris, 2006).

A continuacidn, las células fueron sembradas sobre el eNTCPM y su respectivo con-
trol a una densidad de aprox. 2.120 x 10° células/ml (Scepter 2.0 Cell Counter, Millipore
USA). Una semana después, se llevo a cabo el proceso de diferenciaciéon mediante la reduc-
cién del FBS a una concentracion del 5% y la adicion de ImM de N6,2-O-Dibutyryladeno-
sine 3',5'-cyclic monophosphate sodium salt (dbcAMP) (Sigma Aldrich, USA) (Liu, Tu,
Zhang, Zheng, & Li, 2012). El medio suplementado modificado para la diferenciacion fue
cambiado cada 48 hr durante tres o cuatro semanas, previo a los registros electrofisioldgicos.

Caracterizacién de la linea celular cultivada en controles y sobre el eNTCPM

En esta etapa se observé mediante AFM y SEM la forma en la que las células dife-
renciadas crecieron y se adhirieron sobre la superficie del eNTCPM y, a su vez, se realizaron
los registros electrofisiologicos pertinentes para observar el posible efecto del electrodo so-
bre el comportamiento electrofisiologico de las células.

Caracterizacion morfoldgica

Para la caracterizacion por medio de AFM y SEM, las muestras fueron fijadas en 5%
de glutaraldeido por 2 hr y deshidratadas en 30-100% de etanol. Con la fijacién, se detienen
los procesos vitales de las células y se conservan en un estado lo mas parecido posible en
morfologia y composicion quimica al estado vivo. Los estudios morfologicos por AFM se
realizaron de la misma manera que en la caracterizacion superficial del eNTCPM. En la ad-
quisicion de las micrografias SEM, las células fueron tratadas con el método de secado de
punto critico (Bray, 2000) y recubiertas con una pelicula delgada de oro.

Espectroscopia Raman: Para realizar la caracterizacion quimica y estructural de la su-
perficie del electrodo una vez cultivadas las células, se empled espectroscopia Raman con
un laser de longitud de onda 532.1 nm. Los espectros fueron adquiridos con un espectros-
copio Horiba T64000; no se requirio algtin tratamiento adicional de la muestra (Figura
VI-15).

Caracterizacion electrofisioldgica

En la caracterizacion o registro electrofisioldgico de las células NG108-15 cultivadas
en los electrodos y en los controles (células cultivadas en cajas Petri de plastico, se emplea-
ron técnicas de registro intracelular las cuales muestran la actividad electrofisioldgica celu-
lar a través de la membrana; es decir, en el interior de la célula. Ademas del Vm en reposo
se adquirieron las corrientes idnicas y los potenciales de accion.
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La solucion amortiguadora (intracelular) fue preparada con: 8 mM NaCl, 132.5 mM
KC, 0.02 mM CaClz, 2 mM MgClz, 0.04 mM EGTA, y 10 mM HEPES; a pH 7.2. La solucién
reguladora (extracelular) fue preparada con: 130 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM CaClz, 1.2 mM
MgClz2 y 10 mM HEPES; a pH 7.4 (todos los reactivos fueron de Sigma Aldrich, USA). Las
soluciones fueron filtradas con membranas de un tamano de poro de 0.22 um (Millipore,
USA) y las micropipetas de vidrio fueron de 2-5 MQ (WPI Inc., USA). Los experimentos con
las técnicas estandar de fijacion de voltaje/corriente fueron realizados con un amplificador
Axopatch 200A (Axon Instruments, USA) en el modo de célula completa. El software
pClamp (Axon Instruments, USA) fue utilizado para generar los protocolos de estimulacion
y de adquisicién de datos. Los registros fueron obtenidos con una tarjeta Digidata 1200
(Axon Instruments, USA) y procesados y analizados con el software Clampfit 10.2 (Axon
Instruments, USA) y Prisma 6.0 (GraphPad, USA).

La Figura VII-2 muestra un esquema simplificado de la configuracion empleada para
registrar la actividad electrofisioldgica de una célula cultivada sobre la superficie del
eNTCPM empleando las técnicas de fijacion mencionadas, mientras que la Tabla VII-1
muestra los protocolos de estimulacion empleados; la misma configuracion, pero sin el elec-
trodo, se realizd en los controles.

Tabla VII-1. Protocolos de estimulacion empleados.

Fijacion de voltaje Fijacion de corriente
Voltaje de fijacién: -60 mV Voltaje de fijacién: -70 mV

Inyeccion de 7 pulsos de voltaje con una duracidn | Inyeccién de 6 pulsos de corriente con una
de 10 y 100 ms, con incrementos de 10 mV de | duracién de 200 us, y una amplitud de 7 nA.
magnitud.

Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico comparativo de la corriente ionica
(Ina+, Ix+) entre estos cultivos. Los resultados son reportados como valores promedio con
error estandar. Ademas, se hizo una prueba t de Student para detectar diferencias significa-
tivas entre ellos; esta es una prueba estadistica que se utiliza para determinar la existencia
de diferencias significativas entre la media de dos grupos cuando el tamafio de la muestra
es pequeno. Es importante mencionar que en ambos casos, las células no presentaron una
poblacion con actividad electrofisiolégica homogénea (Liu et al., 2012).

Los registros de fijacion de voltaje muestran al menos tres distintos escenarios: con-
ductancia al Na*, K* muy baja (<9 pA pF), muy alta (>400 pA pF) y, la conductancia mas
frecuente o intermedia que se consideré como normal o estandar. El andlisis comparativo se
realizo solo para el escenario de conductancia normal.
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Figura VII-2. Esquema e imagen del registro electrofisioldgico utilizando las técnicas estandar de fijacion de
corriente/voltaje. En el esquema a), cuando el amplificador 1 es utilizado en la configuracion de fijacion de
voltaje (célula completa), Vcmd indica los pulsos de fijacion de voltaje aplicados a la célula mientras que la
corriente idnica es la salida del amplificador. Por otra parte, cuando el amplificador 1 es utilizados en la confi-
guracion de fijacion de corriente (célula completa), Vcmd indica ahora los pulsos de fijacion de corriente apli-
cados a la célula mientras que Vm es la salida del amplificador.

Estimulo extra e intracelular de la linea NG108-15 cultivada sobre el eNTCPM

En el estimulo de la linea celular NG108-15 cultivada sobre el eNTCPM, se emplea-
ron técnicas de registro/estimulo intra y extracelular las cuales muestran la actividad elec-
trofisioldgica celular al interior/exterior de la membrana.

Empleando un protocolo de experimentacion similar al de la caracterizacion electro-
fisioldgica, se estimula a la célula por medio de la micropipeta (Figura VII-3a) y del
eNTCPM (Figura VII-3b), con lo que se obtuvo la respuesta de la célula o el cambio en el
Vm por medio de la micropipeta de manera intracelular en ambos casos.

Tabla VII-2. Protocolos de estimulacion empleados.

Fijacion de corriente (pipeta) Estimulo de voltaje (eNTCPM)
Voltaje de fijacion: -70 mV Voltaje de fijacion: -60 mV
Inyeccion de 1 pulso de corriente con una dura- | Inyeccién de 1 pulsos de voltaje con una du-
cion de 200 ps, y una amplitud de 7 nA. racion de 200 ps, y una amplitud de 7 mV.

Modelado y simulacion por el método de los elementos finitos de la interfase (1)

Como segundo paso en el modelado y la simulacion por el método de los elementos
finitos (MEF) del sistema, se generd la geometria 3D de la célula NG108-15 a partir de su
caracterizacion morfoldgica.

Construccion geométrica de la célula
En la construccion de la célula se siguio el mismo procedimiento de extraccion y pro-
cesamiento de los datos 3D de la imagen de AFM que para el eNTCPM.
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Figura VII-3. Esquema de registro y estimulacion. a) Registro del potencial y de b) la estimulacidn extracelular
celular por medio del eNTCPM.

Segmentacion y union de geometrias. Sin embargo, en este caso fue necesario segmentar
la superficie de la célula ya que estaba combinada con la del sustrato donde fue cultivada.
La superficie inferior de la célula fue construida segmentando la proyeccion del perfil celu-
lar sobre la superficie del electrodo. Ambas superficies fueron convertidas a caras y vértices
para ser unidas posteriormente en una sola malla cerrada.

Acondicionamiento de la geometria de la célula. Después de un procesamiento de lim-
pieza y acondicionamiento (reparacion, combinacion de elementos, eliminacion de caras 'y
vértices duplicados o aislados, etc.) con el toolbox iso2mesh (Fang & Boas, 2009) en Matlab,
la malla fue exportada a Meshlab (Visual Computing Lab - ISTT - CNR) donde se realiz6 una
ultima etapa de procesamiento (limpieza, orientacion de normales y suavizado), antes de
enviarla finalmente a Comsol. En este ultimo programa, la malla fue convertida a una geo-
metria 3D, reparada para corregir algin defecto de importacion en la misma y tratada con
la herramienta de geometria virtual para reducir la complejidad en la generacién de los ele-
mentos finitos sobre la geometria (enmallado).

Construccion geométrica de los sitios de contacto célula/electrodo y del sistema de estimulacion por
medio del eNTCPM

Ensamble geométrico célula/eNTCPM. En este paso se toma la construccion de la célula
y se coloca a una determinada distancia sobre la del electrodo.

Generacion de los sitios de contacto. Recordando que tanto la superficie del electrodo
como la superficie inferior de la célula tienen cierta rugosidad, la distancia entre ambas es
distinta en cada punto del drea de contacto. Estas distancias fueron calculadas y las que se
encontraban dentro de un umbral determinado, se utilizaron para establecer los sitios de
contacto entre ambas superficies (Figura VII-4).
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Distancias entre superficies

Superficie del eNTCPM

Figura VII-4. Esquema del procedimiento para establecer los sitios de contacto.

Los sitios de contacto fueron entonces agregados a la geometria ya sea del electrodo
o de la célula y extruidos hasta llegar a tocar o no la otra geometria. A continuacion, esta
geometria fue nuevamente reparada y tratada con la herramienta de geometria virtual en
las regiones que asi lo requirieran.

Ensamble geométrico del sistema real. Finalmente, las geometrias de la célula, el elec-
trodo y los sitios de contacto fueron embebidos en un cilindro que representa el medio ex-
tracelular. En la realizaciéon de este procedimiento se utilizo la interfaz de enlace Matlab-
Comsol.

Simulacidn de la actividad electrofisioldgica de la célula
La simulacién del comportamiento electrofisioldgico de la neurona en este caso no
involucrd la asignacién de una geometria.

Implementacion de ecuaciones Hodgkin-Huxley. Lo que se hizo, fue implementar las
ecuaciones de Hodgkin-Huxley (Hodgkin & Huxley, 1952), (Siciliano, 2012) en Comsol. Es-
tas ecuaciones son un modelo que describe la dinamica tanto el Vm como las corrientes
ionicas que lo producen en un punto de la membrana.

dv,, _ _ _
I= Cm? + gKn4(Vm - VK) +gNam3h(Vm - VNa) + gl(vm - 1/I)y
dn
pri (Vi) (1 —=n) — Bu(Vi)n
dm
at = (Vin) (1 = m) = Bu(Vin)m
dh

E = ah(Vm)(l - h) - »Bh(vm)h

Ecuacion VII-1. Ecuaciones de Hodgkin-Huxley. Donde n, m y h son cantidades adimensionales que describen
la activacidn de los canales idnicos. Vm es el potencial de membrana. | y Cm son la corriente y la capacitancia
transmembranal. gK, gNa, y gl son las conductancias de potasio, sodio y de fuga respectivamente. VK, VNa y
VI son los potenciales de equilibrio de los iones de potasio, sodio y de fuga. Alfa y beta son contantes de tasa
de cambio.
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La primera ecuacion describe la corriente a través de la membrana celular y los ele-
mentos que la constituyen son las corrientes ionicas transmembranales que dependen del
tiempo asi como del cambio en el potencial de membrana. Esta dependencia esta dada por
n, my h, variables que representan la probabilidad de apertura en los canales i6nicos de la
membrana. Esta probabilidad a su vez, obedece a las constantes voltaje dependientes alfa y
beta que determinan la tasa de cambio en la transicion, entre el estado de apertura-cierre de
los canales ionicos.

Para la implementacion de las ecuaciones se utilizé la fisica o modulo "Mathematics",
donde es posible introducir distintos tipos de ecuaciones personalizadas; las ecuaciones a
resolver para esta etapa son ahora dependientes del tiempo.

Implementacion de ecuaciones Hodgkin-Huxley modificadas para NG108-15. Estas ecua-
ciones fueron modificadas para reproducir la actividad electrofisioldgica de las células
NG108-15. Dichas modificaciones se realizan para agregar corrientes de calcio y de potasio
al modelo de Hodgkin-Huxley (Wu, Yeh, Huang, So, & Lo, 2012).

dv

Cm d_t

= _(INa + ICaT + IcaL + Ixpr + In + IK(E) - IK(crg) + IK(Na) + Ileak) + Inpp

Ecuacion 2. Ecuaciones Hodgkin-Huxley modificadas para la célula NG108-15. Cm capacitancia de membrana,
INa corrientes rdpidas de Na*, ICaT e ICal corrientes de Ca?* tipo Ty L respectivamente, IKDR, IM, IK(E), IK(erg)
e IK(Na) son las corrientes de K* del rectificador con retardo, tipo M, voltaje dependientes, erg mediado y acti-
vadas por Na* respectivamente, lleak corriente de fuga, lapp corriente de estimulo (Wu et al., 2012).

Simulacion del sistema de estimulacion por medio del eNTCPM (geometrias sencilla y real)

Acondicionamiento de los pardmetros y la simulacion (sencillo y real). En la simulacién del
sistema se hace uso nuevamente de la interfase fisica "Electric currents" y de “Mathematics”
asi como de una caracteristica importante del software de simulaciéon que se conoce como
multifisica. Este concepto establece que se pueden utilizar distintas interfases fisicas acopla-
das por medio de algin pardmetro o variable para resolver un determinado problema. Por
otra parte, las ecuaciones a resolver para este caso son dependientes del tiempo:

dq,
Vil=—%
= E+6D+
=0 P Je
E=-VV

Ecuacidn VII-3. Ecuaciones de conservacion de corriente. Donde J es la densidad de corriente en A/m?, qv es la
densidad de carga en C/m?, o la conductividad eléctrica en S/m, E el campo eléctrico en V//m, D es el desplaza-
miento eléctrico en C/m?, Je es la densidad de corriente generada de manera externa en A/m?y V el potencial
eléctrico en V.
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En la solucién del sistema, se utiliza el paradigma presentado por (Elia, Lamberti, &
Tucci, 2009), (Joucla, Yvert, Gliere, & Yvert, 2014) para simular el comportamiento electrofi-
siologico de la neurona. El procedimiento consiste en acoplar los cambios del medio extra-
celular con los correspondientes al medio intracelular utilizando dos fisicas o médulos, asi
como un tercero que contiene las ecuaciones de Hodgkin-Huxley asociadas a regiones espe-
cificas de la membrana celular. Una vez construido el esquema de simulacion, la neurona
fue estimulada mediante la aplicacion de un pulso de corriente/voltaje a través del eNTCPM
(Figura VII-5a) y posteriormente registrada por el mismo mediante la aplicacion de un pulso
de corriente a la neurona (Figura VII-5b). En la simulaciéon de la estimulacién se utilizo el

)

Figura VII-5. Esquema del modelado y la simulacion. Esquema de la geometria sencilla del modelado y la si-
mulacion para la estimulacion neuronal por medio de a) un pulso de voltaje en el electrodo y b) un pulso de

corriente en el soma.
Estimulo mediante
electrodo
Estimulo mediante
electrodo
Estimulo mediante
electrodo
Estimulo mediante
electrodo

Figura VII-6. Esquema del proceso de simulacion del estimulo mediante el eNTCPM.

siguiente esquema (Figura VII-6):

a) b

Geometria sencilla

Modelo Hodgkin -
Huxley

Geometria real
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Hodgkin y Huxley

Geometria real
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Resultados

Cultivo de la linea celular NG108-15 en controles y sobre el eNTCPM

Previo al cultivo y la caracterizacion, se realizé el conteo celular durante el proceso
de siembra de las células NG108-15 para controlar y corroborar que se sembraba aproxima-
damente la misma cantidad de células en los controles y sobre el eNTCPM. En la Tabla VII-3
se muestran los resultados del conteo celular realizado en cada caso.

Tabla VII-3. Conteo celular antes de sembrar en controles y ENTCPM.
Diametro celular promedio (um) Concentracion (células/ml)

3.770+0.470 2.120E+05

Propagacion y subcultivo de la linea celular en caja Petriy el eNTCPM

En la caracterizacion morfoldgica se observd el crecimiento celular en los controles
y en el eNTCPM durante el proceso de cultivo, evaluando cualitativamente la forma las
células se comportaba al contacto con la superficie del electrodo.

Una vez sembradas las células, el crecimiento de la linea celular NG108-15 en los
controles (Figura VII-7a) y sobre la superficie del eNTCPM (Figura VII-7b y c) fue monito-
reado mediante microscopia Optica en sus etapas de proliferacion y diferenciacion. Durante
esta evaluacion, las células mostraron crecimiento satisfactorio y buena adhesion para pos-
teriormente, desarrollar una compleja y extensa red de neuritas en los controles y sobre la
superficie del electrodo (Figura VII-7c). El didmetro celular medido fluctud entre 15-30 pm
aproximadamente.

Caracterizacién de la linea celular cultivada en controles y sobre el eNTCPM

Caracterizacion morfologica

Microscopia éptica y AFM (control). A continuacion, se muestra un par de figuras
donde se caracteriza el crecimiento de las células NG108-15 diferenciadas en los controles
mediante microscopia Optica (Figura VII-8a, Figura VII-9a), asi como su correspondiente
analisis por AFM. Las imagenes AFM muestran detalles tridimensionales en la estructura
del cuerpo celular o soma, asi como de las neuritas desarrolladas (Figura VII-8b, Figura
VII-9b). La Figura VII-8c y Figura VII-9c muestran un andlisis de perfil de la célula donde
los somas presentan un didmetro de 20-30 pum y una altura de 3-5 pm mientras que neuritas
cercanas tienen diametros de 1.5-2.5 um y alturas de 0.25-0.4 um aproximadamente. El ana-
lisis de perfil es un corte seccional de la superficie sobre la cual se ha realizado el barrido.
En este caso el sustrato es plano por lo que no se observan detalles estructurales extra, tini-
camente los celulares.
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Microscopia SEM (eNTCPM). En las micrografias SEM es posible observar en un
campo mas amplio los detalles del crecimiento celular sobre la superficie del eNTCPM asi
como sus detalles y nanoestructura. En la Figura VII-10a se observa el crecimiento de un
grupo de células conectadas mediante sus neuritas. La Figura VII-10b muestra una célula
bien adherida con su cuerpo celular o soma en buen estado, el desarrollo de una neurita y
filopodios. A mayor detalle (Figura VII-10c) se observa que para anclarse a la superficie la
célula, en este caso el soma, desarrolla filopodios hacia la pelicula de NTCPM mientras que,
la Figura VII-10c muestra detalles del soma y del crecimiento de una neurita también an-
clada a la superficie mediante los filopodios.

Microscopia dptica y AFM (eNTCPM). A continuacion, se muestra un par de figuras
donde se caracteriza el crecimiento de las células NG108-15 diferenciadas sobre el eNTCPM
mediante microscopia dptica (Figura VII-11a, Figura VII-12a), asi como su correspondiente
analisis por AFM. Las imagenes AFM muestran detalles tridimensionales del cuerpo celular
o soma, asi como de las neuritas desarrolladas (Figura VII-11b, Figura VII-12b). La Figura
VII-11¢, Figura VII-12c muestran un analisis de perfil de la célula donde los somas presentan
un didmetro de 20-60 pm y una altura de 5-8 um mientras que neuritas cercanas tienen
didmetros de 3 um de y alturas de 0.8 um aproximadamente.

La Figura VII-13 muestra detalles de las neuritas en contacto cercano con la pelicula
de NTCPM,; esta estructura celular, esta rodeada por los nanopicos previamente descritos
en la caracterizacion superficial de la pelicula (Figura VI-13). Esta interaccion “célula-elec-
trodo” donde los NTCPM estan en contacto cercano, pudiendo inclusive penetrar al interior
celular, se piensa es uno de los factores clave para la obtencién de excelentes registros elec-
trofisioldgicos. El analisis de perfil de una neurita muestra que tiene dimensiones de diame-
tro 1 pm y altura 0.2 um.
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a)

Figura VII-7. Imdgenes de microscopia dptica de linea celular NG108-15 a dos semanas de cultivo. a) Controles.
b) sobre la superficie del electrodo. c) Magnificacion donde se puede identificar a las células desarrollando sus
procesos dendriticos sobre la superficie del eNTCPM.
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Fira VII-8. a) Imagen de microscopia dptica de una célula NG108-15 cultivada en controles. b) Imagen 3D AFM que muestra el soma y las neuritas desarrolladas.
c¢) Andlisis del perfil topogrdfico del soma (30 um de didmetro y altura de 3 um) y de una neurita cercana (didmetro de 1.5 um y altura de 0.25 um).



Cultivo, caracterizacidén, estimulacidn y modelado NG108-15 |76

» |0 10 20 30 40 50 60 70 [5,5 um

0,9 3
E — Profile 1
053
5 E
=
33 E
053
45 E
53— 0’4:||||||||||||||||||l|||l||||||||||||||||||||||||||
> 0 1 2 3 4
= X [pm]
=
]
e o LA e o o o o e e
) 0 10 20 30
-0,7 x [um]

Figura VII-9. a) Imagen de microscopia dptica de una célula NG108-15 cultivada en controles. b) Imagen 3D AFM que muestra el soma y las neuritas desarrolladas.
c) Andlisis del perfil topogrdfico del soma (20 um de didmetro y altura de 5 um) y de una neurita cercana (didmetro de 2.5 um y altura de 0.4 um).
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Figura VII-10. Micrografias SEM del crecimiento celular sobre la superficie del eNTCPM. a) Muestra un grupo de células conectadas a través de sus neuritas. b)
Adhesion de una célula con su soma o cuerpo celular normal y una neurita donde se observa el desarrollo de filopodios hacia los NTCPM. c) Detalle de la adhesion
del soma a la superficie mediante filopodios. d) Detalle del soma con el crecimiento de una neurita y sus filopodios de adhesion sobre la pelicula de NTCPM.



Cultivo, caracterizacidén, estimulacidn y modelado NG108-15 |78

Iy

y [um) v
® 5
[FTTTTTETRY IYTTTRRTTY FYTYRTAIR FTYRRRIRICAYONINI

o

IS

o
8
8
8
]
8
3
3
8

x [pm]

Figura VII-11. a) Imagen de microscopia dptica de una célula NG108-15 cultivada en el eNTCPM. b) Imagen 3D AFM que muestra el soma y las neuritas desarro-

lladas. c) Andlisis del perfil topogrdfico del soma (60 um de diagmetro y altura de 8 um) y de una neurita cercana (didmetro de 3 um y altura de 0.8 um).
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Figura VII-12. a) Imagen de microscopia dptica de una célula NG108-15 cultivada en el eNTCPM. b) Imagen 3D AFM que muestra el soma y las neuritas desarro-
lladas. c) Andlisis del perfil topogrdfico del soma (20 um de didmetro y altura de 5 um).
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Figura VII-13. a), b) Imdgenes AFM 3D que muestran detalles de las neutritas inmersas en la pelicula rodeadas de nanopicos de NTCPM en contacto cercano. c)
Andlisis de perfil de una neurita (didmetro 1 um y altura 0.2 um).
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De manera adicional se realizd un andlisis por espectroscopia Raman para observar si el
proceso de cultivo o la célula habian modificado de alguna forma a los NTC de la pelicula. En la
Figura VII-14 se observa el espectro del eNTCPM, antes de cultivar las células sobre este, con sus
dos bandas caracteristicas localizadas por 1350 cm™ y 1580 cm, asi como una relacién I(G/D) de
1.27 (trazo azul). El siguiente espectro eNTCPM-Célula se adquirio en la superficie de la pelicula
bajo una célula. Este tltimo espectro muestra un ligero desplazamiento de las bandas D y G mien-
tras que su relacion I(G/D) = 0.9 disminuye en comparacion con los valores anteriores, dichas va-
riaciones sugieren la ocurrencia de algun tipo de interaccién de los NTCPM con la célula. Por otra
parte, aparecen nuevas bandas que son originadas por la célula (cultivo celular) e indican la pre-
sencia de proteinas celulares.
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Figura VII-14. Espectro Raman de la superficie del eNTCPM previo y posterior al cultivo celular. Espectro del eNTCPM,
antes de cultivar las células sobre este, con sus bandas D y G caracteristicas (trazo azul). El espectro eNTCPM-Célula
fue adquiridos bajo la ubicacion de una célula. Este espectro muestra ligeras variaciones en la posicion de las bandas
Dy G asi como en su relacion l(G/p) ocasionadas posiblemente por la interaccion de la superficie de los NTC con la
célula, ademds se observan nuevas bandas que corresponden a la célula.

Caracterizacion electrofisiologica

La caracterizacién electrofisioldgica tanto en controles como sobre el eNTCPM de la linea
celular NG108-15 fue realizada con una micropipeta de vidrio como electrodo empleando las téc-
nicas estandar de fijacion de voltaje/corriente. Los resultados muestran registros tipicos de co-
rrientes ionicas de Na* y K* (Hille, 2001) asi como de potenciales de acciéon (Figura VII-15); de
manera que, el comportamiento electrofisiolégico obtenido experimentalmente para esta linea
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celular es similar al reportado en la literatura (Huang, Huang, Lin, Tsai, & Wu, 2008), (Liu et al.,
2012), (Wu et al., 2012).

Los registros de las corrientes de Na* en los controles presentan una rapida activa-
cién/inactivacion (Figura VII-15a), mientras que las corrientes de K* presentan una lenta activa-
cién y nula inactivacion (Figura VII-15c); ademads, también son capaces de generar potenciales de
accion (Figura VII-15e). Por otra parte, se distingue que los registros de las corrientes ionicas de
Na*, K*y de los potenciales de accion adquiridos en las células cultivadas sobre el eNTCPM, fue-
ron similares a los encontrados en los controles (Figura VII-15b, d y f). Los registros mostrados
son representativos para cada uno de los casos.

De estos registros se elaboraron las curvas de conductancia; estas curvas son importantes
para observar el comportamiento en los canales iénicos de la membrana celular respecto al cam-
bio en el Vm y, son caracteristicas de cada poblacion de canales iénicos (Hille, 2001). Las curvas
de conductancia gNa* (lina+ vs Vm) fueron construidas con el valor maximo del pico negativo de la
corriente de Na* (Figura VII-16a). Por otra parte, para construir las curvas de conductancia gKv,
se utilizo el pico positivo de la corriente de K* en estado estable (casi al final del registro).

En este caso, la densidad de la corriente ionica fue comparada como la magnitud de los
cambios en las corrientes respecto al tamafio celular. Para esto, se dividié la magnitud entre la
capacitancia eléctrica de la célula ya que esta tltima es directamente proporcional al 4rea celular.
Este mismo analisis fue realizado en las células cultivadas sobre el eNTCPM (Figura VII-16b). Las
curvas de conductancia gNa*-Vm y gK*-Vmpara ambos sustratos también fueron similares.

La diferencia entre ambos potenciales de accion bien podria deberse al comportamiento
electrofisioldgico no homogéneo obtenido de manera experimental y reportado para este tipo ce-
lular.
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Figura VII-15. Caracterizacion electrofisioldgica de las células NG108-15 cultivadas en los controles y sobre el
eNTCPM. Se presentan registros tipicos de los experimentos estdndar de fijacion de voltaje y corriente. a), b) corrien-
tes de Na* y c), d) corrientes de K* generadas por pulsos despolarizantes de voltaje. e) y f) potenciales de accion
caracteristicos generadas por pulsos despolarizantes de corriente. Los registros son representativos para cada uno
de los casos.



Cultivo, caracterizacién, estimulacién y modelado NG108-15 |84

a)
Curvas de conductancia de Na*
300
== eNTCPM
'1\'5_ -= Control
)
e . a. Electrodo
"o de Ag/AgCl
prd
(@)]
-80 -60 -40 -20 0 20
Vm (mV)
b)

Curvas de conductancia de K*
250

200 -=- eNTCPM
E 150 -e- Control
D Electrodo
= "4 de Ag/AgCl
«
(@)]

— .
-80 -60 -40 -20 J 20 40
-50

Vm (mV)

Figura VII-16. a), b) Curvas de conductancia (+ SE) gNa* y gK*, respectivamente, adquiridas a partir de los registros
de corrientes idnicas en controles y sobre el eNTCPM.

Estimulo extra e intracelular de la linea NG108-15 cultivada sobre el eNTCPM

Los experimentos de estimulacion extracelular se llevaron a cabo con el fin de observar la
capacidad del electrodo para estimular a las células cultivadas sobre su superficie, mientras que
la estimulacion intracelular permite observar si estds emiten potenciales de acciéon de manera re-
gular. En este experimento, la estimulaciéon extracelular se realiz6 primero con un electrodo de
alambre de plata clorurado (Ag/AgCl), colocado cerca de la célula (experimento control), y tam-
bién mediante el eNTCPM. Los resultados muestran que con ambos electrodos se genera una
respuesta por parte de la célula (potenciales de accion en la Figura VII-17b y d); sin embargo, para
lograr el resultado deseado, el electrodo del alambre de plata requiere una magnitud de voltaje
aproximadamente tres veces mayor en el pulso de estimulacién (Figura VII-17a) que el aplicado
con el eNTCPM (Figura VII-17c).
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Figura VII-17. Experimentos de estimulacion celular. a) Pulso de voltaje aplicado mediante el electrodo de Ag/AgCl.
b) potencial de accidn registrado como respuesta celular al pulso (Ag/AgCl). c) Pulso de voltaje aplicado mediante el
eNTCPM. d) potencial de accidn registrado como respuesta celular al pulso (eNTCPM).

En cuanto al experimento de estimulacion intracelular, se aplicaron pulsos de corriente
que fueron incrementandose en magnitud por medio de la micropipeta directamente sobre el
soma de la célula NG108-15 cultivada sobre el eNTCPM. Esta estimulacion produjo cambios en
el Vm que posteriormente generaron potenciales de accion; conforme se incrementaba la ampli-
tud del pulso, el potencial se disparaba casi de manera inmediata (Figura VII-18b).
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Figura VII-18. Graficas del experimento de estimulacién intracelular con pulsos incrementales de corriente. a) pulso

de estimulacion de corriente. b) cambios en el Vm de una célula NG108-15 cultivada sobre el eNTCPM que generaba
potenciales de accion.
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Modelado y simulacion por el método de los elementos finitos de la interfase (1)

Construccion geométrica de la célula

En la Figura VII-19, se muestran las imagenes AFM extraidas y procesadas con
Matlab de las superficies de una célula NG108-15 (Figura VII-19a) y del eNTCPM (Figura
VII-19). Para poder unirlas, ambas deben tener el mismo tamarno; por lo que para esta re-
construccion, se obtuvieron imagenes de 10 X 10 um. En la Figura VII-19¢, se muestra la
segmentacion de la célula donde se separd el soma con algunas neuritas de su sustrato de
cultivo. La Figura VII-19d muestra la proyeccion y segmentacion del perfil celular sobre la
superficie del eNTCPM; la superficie resultante se desplazé hacia abajo lo suficiente para
que al unirla con la de la célula éstas no se traslaparan. Las Figura VII-20a y Figura VII-20b
muestran la unién de ambas superficies.

En la Figura VII-20c se muestra la malla importada en Meshlab mientras que la Fi-
gura VII-20d, es el resultado del procesamiento de limpieza, orientacion y suavizado hecho
para eliminar defectos especialmente en los bordes de unién. Sin embargo, como se puede
observar, este procesamiento también hace que se pierdan algunas caracteristicas o detalles
superficiales.

En la Figura VII-21 se muestra la geometria importada en Comsol. En algunas oca-
siones, la importacion no es del todo satisfactoria y puede haber ciertos defectos en la geo-
metria que deben ser corregidos antes de utilizarla para la simulacién. En este caso, se ob-
servan algunos bordes (Figura VII-21a y c) que pueden hacer que el enmallado sea complejo
o imposible de realizar y, por ende, que la solucion de la simulacién tarde mucho tiempo o
no se pueda alcanzar. Para resolver esta situacion, el software tiene herramientas que per-
miten, entre otras cosas, eliminar bordes, vértices o caras extra; ademads, también existen
operaciones virtuales que ocultan este tipo de defectos al enmallado final. Las Figura
VII-21b y Figura VII-21d son muestras de geometrias reparadas con estas herramientas.

Construccion geométrica de los sitios de contacto célula/electrodo y del sistema de estimulacion por
medio del eNTCPM

Se muestra en la Figura VII-22a la superposicion de las dos geometrias construidas
en Comsol; a partir de esta colocacidn, se genera una geometria que representa los sitios de
contacto entre ambas (Figura VII-22b), como se puede ver, estos sitios son areas irregulares
donde la célula se encuentra mas cerca de la superficie del eNTCPM. Esta nueva geometria
se asocia a la del eNTCPM y se repara con las operaciones de geometria virtual para reducir
su complejidad (Figura VII-22c¢). Finalmente, la Figura VII-22d muestra el ensamble de todas
las geometrias embebidas en un cilindro que represente el medio extracelular. Este ensam-
ble contiene las mismas caracteristicas morfoldgicas reales. Con esto, se concluye el armado
de las geometrias necesarias para proceder con la simulacion.
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a) Imagen superficial de una célula y el sustrato b) Imagen superficial del eNTCPM extraida de
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Figura VII-19. Imdgenes extraidas de AFM. a) La célula NG108-15 sobre el sustrato y b) la superficie del eNTCPM. Imdgenes segmentadas de a) la célula NG108-
15y b) la proyeccion de la célula sobre superficie del eNTCPM.
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Figura VII-20. Construccion de la geometria celular. Vista lateral a) y tridimensional b) de la union de las dos superficies. c) Malla de la geometria de la célula
importada a Meshlab, d) malla procesada para tener una geometria sin defectos, mds orgdnica y con los requisitos necesarios para ser exportada a Comsol.
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Figura VII-21. Reparacién de defectos en la geometria. a) y c) Detalles de algunos defectos como bordes desconectados en la geometria de la célula importada a
Comsol. b) y d) geometria reparada mediante la eliminacion de vértices y operaciones virtuales.
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a) Superposicion de las geometrias construidas b) Geometria de los sitios de contacto sobre el eNTCPM

. . o d) Ensamble de la geometria del sistema registro/estimulacién
C) Geometria de los sitios de contacto sobre el eNTCPM (organico)

Figura VII-22. Ensamble del sistema de registro. a) Superposicion de las geometrias reconstruidas, b) geometria generada para los sitios (dreas) de contacto entre
ambas y c) su procesamiento con operaciones virtuales para reducir la complejidad de la malla. d) Ensamble de la geometria completa del sistema de registro; se
muestran todas las geometrias embebidas en un cilindro que representa el medio extracelular.
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Simulacion de la actividad electrofisiologica de la célula

En esta etapa las ecuaciones de Hodgkin y Huxley estandar, asi como las modificadas
para reproducir el comportamiento electrofisiologico de la célula NG108-15 fueron implementa-
das en el software de simulacion sin asignarlas a una geometria. El resultado de la solucion de las
ecuaciones muestra claramente el disparo de un potencial de accién (Figura VII-23a, c) junto con
su corriente ionica de célula completa asociada (Figura VII-23b, d); esta corriente presenta una
deflexion negativa, asociada con la entrada de Na* a la célula durante la fase de despolarizacion
de la membrana, seguido por una deflexion positiva, asociada con la entrada de K* a la célula
durante la fase de repolarizacion de la misma. Como se observa en las figuras, existen diferencias
en la morfologia de las sefiales debido a los canales iénicos y pardmetros que son considerados
para reproducir el comportamiento electrofisiologico celular en cada modelo.

En la Figura VII-23e, f se muestra la simulacion para el caso en que se tiene una célula
NG108-15 marcapaso; es decir, que produce potenciales de accién espontaneos. En esta simula-
cién se muestra el disparo de un tren de potenciales junto con sus corrientes idnicas de célula
completa asociadas en un intervalo de 100 ms, la cual presenta el mismo comportamiento ante-
riormente descrito.

Simulacion del sistema de estimulacion por medio del eNTCPM

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para la simulacion del sistema de
estimulacion por medio del electrodo y de la micropipeta. En una primera aproximacion se im-
plementaron las ecuaciones de Hudgkin-Huxley estandar (Ecuacion VII-1) a una geometria sen-
cilla (Figura VII-5) donde a la regiéon del segmento inicial se asociaron las ecuaciones que repro-
ducen el comportamiento no lineal, mientras que en el soma se asignaron tinicamente las propie-
dades pasivas de la membrana. Posteriormente, estas mismas ecuaciones se asignaron a la geo-
metria real construida. En el siguiente paso, las ecuaciones de Hudgkin-Huxley modificadas para
reproducir el comportamiento electrofisiologico de las células NG108-15 fueron asignadas nue-
vamente tanto a la geometria sencilla como a la real repitiendo los mismos pasos.

Este procedimiento de modelar primero el sistema de estimulacion con las ecuaciones de
Hudgkin-Huxley estdndar en ambas geometrias, permite evaluar el modelo ya que se obtiene una
base para interpretar los resultados del modelo real, asi como una idea cualitativa de que el soft-
ware estd comportandose de manera adecuada.
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Figura VII-23. Simulacion del modelo de Hodgkin y Huxley, asi como su modificacion ejecutada para reproducir el
comportamiento electrofisioldgico de la célula NG108-15 en Comsol. a), c) muestran un potencial de accidn junto con
su corriente iénica asociada b), d) para el modelo estdndar y su modificacion respectivamente, debida a un pulso de
estimulacion de corriente. e), f) muestran la simulacién de la actividad electrofisiolégica espontdnea de una célula
NG108-15 (caso excepcional).
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Modelo Hodgkin — Huxley estandar

Geometria sencilla

Estimulo mediante electrodo. En este caso se simuld el potencial de accion y su corriente
ionica asociada originado por un estimulo de voltaje aplicado mediante el electrodo. En la Figura
VII-24a se muestra el potencial obtenido en dos puntos distintos sobre la membrana celular cer-
cana al electrodo: el soma (trazo azul) y el segmento inicial (trazo rojo punteado). En el soma se
presentan inicialmente los potenciales transitorios debidos a la respuesta de las propiedades pa-
sivas de membrana al pulso de estimulacién para inmediatamente después, observar como el
potencial de accion originado en el segmento inicial hace que el potencial de membrana en el
soma se modifique y adquiera la misma magnitud y curso temporal. En el segmento inicial por
otro lado, se tiene un pequeno transitorio como respuesta al pulso de estimulaciéon que alcanza el
potencial umbral y dispara el potencial. Al respecto de las corrientes idnicas (Figura VII-24b) se
tienen aquellas que corresponden a la respuesta de la region del soma (trazo azul) y del segmento
inicial (trazo rojo punteado) al pulso de estimulacion, para posteriormente presentar las corrien-
tes asociadas al potencial de accion. Es evidente que las corrientes idnicas del soma tienen menor
magnitud y presentan polaridad opuesta a las del segmento inicial. De manera singular se ob-
serva también que los trazos presentan diferencias morfoldgicas y temporales de los obtenidos
en la simulacion anterior; los cuales seguramente son producidos por la geometria.
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Figura VII-24. Grdficos del potencial de membrana y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento
inicial sobre la neurona para un estimulo en el electrodo; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley. a) y b)
muestran el potencial y la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de voltaje en
el electrodo que genera un potencial de accion. En ambos, el trazo azul es la sefial adquirida en el soma mientras que
el trazo rojo punteado es la sefial adquirida en el segmento inicial.

Estimulo en neurona. Por otra parte se muestra el potencial de accién y la corriente idnica
de la célula asociada originado por un estimulo de corriente aplicado directamente en el soma.
En este caso es posible observar en la Figura VII-25a que el cambio en el Vm tanto del soma (trazo
azul) como del segmento inicial (trazo rojo punteado) se encuentran sincronizados; la pequena
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banda que se forma antes del disparo del potencial es debida al pulso de estimulacién. La Figura
VII-25b muestra nuevamente que las corrientes del soma tienen menor magnitud y presentan
polaridad opuesta a las del segmento inicial pero no se tienen las irregularidades de las sefiales
anteriores previo al disparo del potencial de accion. Esto indica, que dichas irregularidades son
generadas por el tipo y el lugar donde se aplica el pulso de estimulacion.
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Figura VII-25. Grdficos del potencial de membrana y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento
inicial para un estimulo sobre la neurona; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley. a) y b) muestran el poten-
cial y la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de corriente sobre el soma de la
neurona que genera un potencial de accion. En ambos, el trazo azul es la sefial adquirida en el soma mientras que el
trazo rojo punteado es la sefial adquirida en el segmento inicial.

A continuacion, se aplico el mismo esquema de simulacion para el modelado hecho con
la geometria sencilla pero ahora sobre los resultados obtenidos de la construccion de la geometria
realista. La Figura VII-26a muestra el esquema de estimulacién mediante un pulso de voltaje a
través del eNTCPM, mientras que la Figura VII-26b muestra la estimulacion del sistema mediante
un pulso de corriente aplicado directamente sobre el soma de la neurona.

a) b)

" Medio extracelular ~ Medio extracelular

‘ =

_l—l_ Pulso de
estimulacion

Figura VII-26. Esquema del modelado y la simulacidon para la estimulacion neuronal en la geometria real. Por medio
de a) un pulso de voltaje en el electrodo y b) un pulso de corriente en el soma empleando los resultados obtenidos en
la construccion de la geometria realista.
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Recordando que se muestran los resultados de la asignacion de las ecuaciones de Ho-
dgkin-Huxley estandar a esta nueva geometria.

Geometria real

Estimulo mediante el eNTCPM. La respuesta de la neurona al pulso de voltaje aplicado me-
diante el electrodo dispara de manera casi inmediata el potencial de accion, es apenas visible al
inicio de éste el artefacto de estimulacion generado (Figura VII-27a). A diferencia de la sefal de
la Figura VII-24 el Vm en ambas regiones se encuentra sincronizado en todo momento; sin em-
bargo, la senal de la corriente idnica presenta notables diferencias. Al inicio de ambas corrientes
se tienen las etapas ligadas al pulso de estimulacion, pero como éste es muy cercano al disparo
del potencial es dificil separarlas. Aun asi, en la region del segmento inicial (trazo rojo punteado)
es posible distinguir las corrientes asociadas a las dos fases predominantes del potencial de ac-
cién, pero en el soma no se tiene el comportamiento presentado anteriormente y apenas es notaria
la corriente idnica en esta estructura (trazo azul).
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Figura VII-27. Grdficos del potencial de membrana y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento
inicial sobre la neurona para un estimulo en el electrodo; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley. a) y b) mues-
tran el potencial y la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de voltaje en el
electrodo que genera un potencial de accion en la neurona. Trazo azul soma, trazo rojo punteado segmento inicial.

Estimulo en neurona. En cuanto a la estimulacién aplicada directamente sobre la neurona
se puede ver nuevamente la sincronizaciéon de ambos Vm (Figura VII-28a), mientras que la co-
rriente idnica retoma el comportamiento observado de polaridad inversa soma-segmento inicial
(Figura VII-28b); en esta simulacion sin embargo, las corrientes del segmento inicial presentan
una deflexion positiva diferente a comparacion de las observadas en los casos anteriores.

Modelo NG-Hodgkin- Huxley modificado

Ahora con las mismas geometrias se implementaron los cambios en las ecuaciones de Ho-
dgkin-Huxley para reproducir la actividad electrofisioldgica especifica para las células NG108-15
con las mismas condiciones de simulacion anteriores.
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Figura VII-28. Grdficos del potencial de membrana y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento
inicial para un estimulo sobre la neurona; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley. a) y b) muestran el potencial
y la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de corriente sobre la neurona que
genera un potencial de accion en la neurona. Trazo azul soma, trazo rojo punteado segmento inicial.

Geometria sencilla

Estimulo mediante el electrodo. En la estimulacion realizada mediante el electrodo (Figura
VII-29a), el soma presenta potenciales transitorios debidos a la respuesta de las propiedades pa-
sivas de membrana (trazo azul), mientras que en el segmento inicial se tiene un pequefio transi-
torio que sigue al del soma como respuesta al pulso de estimulacion; posteriormente y mas sepa-
rado de la estimulacion, se alcanza el potencial umbral y se dispara el potencial de accién (trazo
rojo punteado). De nuevo es posible observar como el potencial originado en el segmento inicial
hace que el potencial de membrana en el soma se modifique y adquiera la misma magnitud y
curso temporal.

Al igual que en la simulacién anterior se tienen corrientes como respuesta al pulso de
estimulacidn para posteriormente presentar las corrientes idnicas asociadas al potencial de accion
del soma (trazo azul) y el segmento inicial (trazo rojo punteado Figura VII-29b). En este caso fue
necesario aplicar un pulso de estimulacion de mayor magnitud y duracién para poder provocar
la respuesta celular; ademas, es claro que el potencial tiene menor amplitud y mayor duracién
que los obtenidos anteriormente. De igual manera, las corrientes presentan el mismo comporta-
miento, pero sus caracteristicas de amplitud y duracion también se ven modificadas. Este cambio
se puede asociar tanto a la geometria como a la diferencia en las ecuaciones del modelo.

El modelado y la simulaciéon por el MEF permiten asociar ecuaciones a una gran variedad
de geometrias con la posibilidad de obtener la solucion de estas en el tiempo y el espacio.
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Figura VII-29. Grdficos del Vm y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento inicial en la neurona
para un estimulo en el electrodo; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) y b) muestran el
potencial y la corriente de membrana, en su respectiva localizacién, al aplicar un estimulo de voltaje en el electrodo
que genera un potencial de accion. En ambos el trazo azul es la sefial adquirida en el soma mientras que el trazo rojo
punteado es la sefial adquirida en el segmento inicial.

En las siguientes figuras se muestra el poder de este método al graficar el comportamiento
de la corriente y el voltaje en el sistema. En la Figura VII-30a se muestra la distribucién del po-
tencial, el sentido y la ruta de las corrientes en el sistema antes del pulso de estimulacién mediante
el electrodo. V_ME es el valor del potencial en el medio extracelular y como se observa en la escala
de colores, la magnitud puede variar dependiendo la posicion y las condiciones de frontera en la
que se encuentre.

A pesar de tener distintos valores en diferentes zonas, el potencial del medio extracelular
aqui se encuentra cercano a cero. En cuanto al Vm en el soma (Vm_soma) y en el segmento inicial
(Vm_segmento inicial), este se encuentra en -65.5 mV el cual es el potencial de membrana en
reposo. Las flechas indican un pequenio flujo de corriente hacia afuera en el caso del segmento
inicial y hacia adentro en el soma, mientras que las lineas amarillas muestran la ruta que sigue la
corriente en ese instante de tiempo en el sistema.

En la Figura VII-30b se tiene el instante en el cual el pulso de estimulacion llega a su ma-
xima amplitud en este caso es posible observar que las corrientes del soma y el segmento inicial
son salientes (tangenciales) y que junto con el punto del medio extracelular aterrizado fluyen
hacia el electrodo. El potencial en el medio extracelular ya no es cero y los Vm también se modi-
fican alejandose del potencial de reposo.

Finalmente, en la Figura VII-30c se muestras estos cambios cuando la neurona dispara un
potencial de accion. Se observa que el potencial en el medio extracelular es casi cero mientras que
los Vm en el soma y el segmento inicial se encuentran en el maximo valor (pico del potencial).
Aqui las corrientes en el segmento inicial son entrantes mientras que en el soma son salientes.
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Figura VII-30. Comportamiento del voltaje en el medio extracelular, sentido y flujo de las corrientes en el sistema
para un estimulo en el electrodo; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) Sistema antes de
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aplicar el pulso de estimulacion, b) sistema cuando el pulso de estimulacion alcanza la mdxima amplitud y c) sistema
cuando la neurona dispara el potencial de accion.

Estimulo en neurona. Para el caso de la simulacion donde se estimula con un pulso de co-
rriente directamente en la neurona (Figura VII-31a) se observa también que el Vm del soma y del
segmento inicial mantienen las caracteristicas morfologicas y la sincronizacion previamente ob-
servada (Figura VII-25a); sin embargo, para lograr este comportamiento, donde ademas se tiene
menor amplitud en el potencial de accidn, fue necesario aplicar mayor magnitud al pulso de es-
timulacién que para el caso anterior (ecuaciones de Hodgkin-Huxley estandar). El comporta-
miento de las corrientes idnicas es acorde con los cambios del potencial, pero se mantiene la

misma tendencia de polaridad inversa entre las corrientes del soma y del segmento inicial (Figura
VII-31b).

a) b)
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Figura VII-31. Grdficos del Vm y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento inicial para un
estimulo en la neurona; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) y b) muestran el potencial y
la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de corriente sobre la neurona que
genera un potencial de accion. En ambos el trazo azul es la sefial adquirida en el soma mientras que el trazo rojo
punteado es la sefial adquirida en el segmento inicial.

De igual manera que en la simulacion anterior, se muestra el comportamiento de las co-
rrientes y los potenciales del sistema de estimulacion por corriente. En la Figura VII-32a se tiene
el sistema antes de aplicar el pulso de estimulacion.

En esta imagen se muestra que el potencial del medio extracelular es cercano a cero y que
el Vm del soma y el segmento inicial se encuentran cercanos al valor de reposo. También se ob-
serva que las corrientes en el soma y el segmento inicial son salientes (tangenciales) y fluyen hasta
el punto donde se envia el medio extracelular a tierra. Una vez que el pulso de corriente es apli-
cado (Figura VII-32b), el potencial del medio extracelular, asi como los Vm incrementan ligera-
mente y las corrientes en ambos partes de la neurona son salientes y fluyen hacia tierra. Final-
mente, cuando el Vm se encuentra en el valor maximo del potencial de accion el potencial en el
medio extracelular es de nuevo cercano a cero mientras que los Vm se encuentran en su maximo
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valor. En esta ocasion, las corrientes del segmento inicial son entrantes mientras que las del soma
son salientes (Figura VII-32c).
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Figura VII-32. Comportamiento del voltaje en el medio extracelular, sentido y flujo de las corrientes en el sistema
para un estimulo en la neurona; geometria sencilla y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) Sistema antes de
aplicar el pulso de estimulacion, b) sistema cuando el pulso de estimulacion alcanza la mdxima amplitud y c) sistema
cuando la neurona dispara el potencial de accion.
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Geometria real

Estimulo mediante el eNTCPM. En este sistema, la estimulacion con el pulso de voltaje me-
diante el eNTCPM fue relativamente complicada, y se tuvo que aplicar un pulso de mayor dura-
cion y amplitud por lo que en la Figura VII-33a es dificil observar el potencial de accion ya que
esta mezclado con el pulso de estimulacion. De igual manera en este caso es muy dificil observar
las corrientes idnicas correspondientes a las etapas principales del potencial (Figura VII-33b).
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Figura VII-33. Grdficos del Vm y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento inicial en la neurona
para un estimulo en el electrodo; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) y b) muestran el poten-
cial y la corriente de membrana, en su respectiva localizacidn, al aplicar un estimulo de voltaje en el electrodo que
genera un potencial de accion en la neurona. Trazo azul soma, trazo rojo punteado segmento inicial.

Ahora con la geometria real el sistema se comporta diferente, antes del pulso de estimu-
lacién el potencial de medio extracelular es cercano a cero, asi como los Vm se encuentran cerca
del potencial de reposo. En este caso, aunque apenas perceptible, las corrientes en el soma son
entrantes mientras que en el segmento inicial son salientes. El electrodo al tener un volumen,
presenta un comportamiento distinto, mostrando que las corrientes fluyen hacia el punto de apli-
cacion del voltaje (Figura VII-34a).

En la Figura VII-34b se tienen encimados los puntos de la maxima amplitud del pulso de
estimulacidon y el maximo valor del potencial de accidn, en este caso, la geometria cambia las
condiciones del sistema y es por ello que se puede observar como ciertas regiones del soma o del
segmento inicial adquieren el valor maximo del potencial mientras otras regiones tienen un po-
tencial menor; esto sin embargo, también se ve afectado por la duracion del pulso por lo que no
es posible establecer una conclusion clara. También se observa que aun cuando la corriente fluye
desde tierra hacia el electrodo, la mayor cantidad de ésta fluye desde tierra a la zona mas cercana
del electrodo.
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Figura VII-34. Comportamiento del voltaje en el medio extracelular, sentido y flujo de las corrientes en el sistema
para un estimulo en el electrodo; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) Sistema antes de aplicar
el pulso de estimulacion, b) sistema cuando el pulso de estimulacion la mdxima amplitud y la neurona dispara el
potencial de accion.

Estimulo en neurona. La estimulacion con el pulso de corriente directamente sobre la neu-
rona generd un potencial de accion (Figura VII-35a) muy similar a los obtenidos de manera expe-
rimental (Figura VIII-6b) donde nuevamente el Vm del soma (trazo azul) y el segmento inicial
(trazo rojo punteado) se encuentran sincronizados. Por otro lado, las corrientes idnicas si presen-
tan diferencia al respecto de las experimentales; para esta simulacion se observa una despolari-
zacion rapida lo que genera una corriente entrante, pero la repolarizacion es lenta y con amplitud
elevada.
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Figura VII-35. Grdficos del Vm y la corriente de membrana en un punto del soma y del segmento inicial para un
estimulo sobre la neurona; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) y b) muestran el potencial y
la corriente de membrana, en su respectiva localizacion, al aplicar un estimulo de corriente sobre la neurona que
genera un potencial de accion. En ambos el trazo azul es la sefial adquirida en el soma mientras que el trazo rojo
punteado es la sefal adquirida en el segmento inicial.

En la Figura VII-36a se tiene nuevamente el sistema antes de aplicar el pulso de estimula-
cién donde el potencial en el medio extracelular es proximo a cero mientras que los Vm son cer-
canos al potencial de reposo. Existe un flujo de corriente tangencial sobre la superficie del elec-
trodo hacia el punto del medio extracelular a tierra y no es posible distinguir la direccion de las
corrientes de membrana en el soma o el segmento inicial. Cuando se aplica el pulso (Figura
VII-36b) los Vm asi como el potencial del medio extracelular comienzan a cambiar lo que origina
que exista un flujo de corriente de la célula al punto a tierra y que las corrientes del segmento
inicial sean entrantes, mientras las del soma son salientes (con mayor presencia en la region cer-
cana al electrodo), también se observa que estas corrientes se dirigen hacia el electrodo y circulan
por la superficie de manera tangencial hasta que salen del electrodo con direccién al punto del
medio extracelular a tierra. Finalmente, cuando se alcanza la amplitud maxima del potencial de
accion, el Vm alcanza su maximo valor, las corrientes del segmento inicial son salientes mientras
las del soma no se alcanzan a distinguir y nuevamente se observan corrientes tangenciales sobre

la superficie del electrodo que salen en la region cercana del punto a tierra en el medio extracelu-
lar (Figura VII-36c).



Cultivo, caracterizacién, estimulacién y modelado NG108-15 | 105

a)
Tierra

Soma

. I

Segmento inicial

V_ME 6

vo —— o 10 A 7.51x10°
=1 0 il 2 3 4 5 5 7 8
Vm_segmento inicial

V643 eeaa— A543
65 649 -64.8 -64.7 -646 -H45 -b44 -H43 -H42 -64.1 b4
Vm_soma

V543 T T — A 543

-85  -649 -648 -64.7 -646 545 -644 -643 -642 -641 -64

~_ Lineas de sentido

L e ..

V_ME

vo [ — T— 0 A 4.08x10°

-1 0 2 3 4 5
Vm_segmento inicial
V73 I A 173
-8 -17¢9 -178 -17.7 -176 -175 -174 -17.3 -17.2 -171 -17
Vm_soma
V75 T A-173
-8 -17¢ -178 -17.7 -176 -175 -174 -173 -17.2 -171 -17

r

Lineas de flujo
de corriente

i \_
V_ME As
vo ; T 10 A 3.7x107°
-1 05 0 05 1 15 2 2.5 3 3.5 4
Vm_segmento inicial
v 222 A223
22 22. 222 223 224 225 226 227 228 229 23
Vm_soma
v 222 A225

D

22 221 222 223 224 225 226 227 228 229 23

Figura VII-36. Comportamiento del voltaje en el medio extracelular, sentido y flujo de las corrientes en el sistema
para un estimulo sobre la neurona; geometria real y modelo de Hodgkin-Huxley modificado. a) Sistema antes de
aplicar el pulso de estimulacion, b) sistema cuando el pulso de estimulacion la mdxima amplitud y la neurona dispara
el potencial de accidn.
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Discusion

Para el cultivo celular se procurd sembrar aproximadamente la misma cantidad de células
tanto en la caja Petri (control) como en el eNTCPM con el fin de evaluar, aunque de manera cua-
litativa, las caracteristicas de crecimiento de la poblacion celular (nimero y forma) durante sus
etapas de proliferacion y diferenciacion. El cultivo celular obtenido sobre el eNTCPM fue similar
al adquirido en la caja Petri (control) respecto a la adhesion y la proliferacion celular tal que, fue
posible cubrir la superficie del electrodo con células NG108-15 dentro de pocos dias de cultivo;
lo cual, es un buen indicador de su biocompatibilidad (Figura VII-7).

La caracterizacion de las células control (caja Petri) mediante AFM, permite adquirir los
detalles estructurales y dimensiones reales de las células cultivadas sobre un sustrato plano. En
complemento con las imagenes de microscopia dptica se puede apreciar que las células adoptaron
distintas morfologias y por lo tanto los didmetros y las alturas variaron también, pero en todos
los casos se observa que éstas desarrollaron una extensa y compleja red de neuritas que las co-
nectaban entre si y con otros grupos celulares mas alejados.

Por otra parte, las imagenes SEM y AFM de las células cultivadas sobre el eNTCPM mues-
tran que éstas tienen buena adherencia con la superficie fibro-rugosa nano estructurada de la
pelicula de NTCPM, y que para esto desarrollan filopodios a lo largo del cuerpo celular y de las
neuritas similares a los observados en otros tipos de sustratos (Timko, Cohen-Karni, Qing, Tian,
& Lieber, 2010), (Kotov et al., 2009), (Xie, Chen, Varadan, Yancey, & Srivatsan, 2008). Ademas, es
muy probable que el cuerpo celular o soma asi como las neuritas crecieran y se extendieran sobre
los NTCPM individuales y/o los nanopicos orientados de manera vertical.

Finalmente se repite la caracterizacion por espectroscopia Raman para identificar si el
proceso de cultivo o la célula misma modifico la superficie del eNTCPM. La relacion I(G/D) mues-
tra que su valor antes y después del cultivo varia debido a la interaccion de los NTCPM con la
célula. Por otra parte, las bandas D y G se desplazan ligeramente ademads de que aparecen otras
bandas correspondientes a la célula (proteinas). En general se puede concluir que las variaciones
son pequefas y que no representan alteraciones importantes pues sus rasgos caracteristicos se
mantienen, lo que indica que los NTCPM no sufrieron modificacion alguna durante este proceso.

Gracias a estos resultados se especula que con dichos elementos se consigue un contacto
inmediato con la membrana celular; disminuyendo asi, la distancia o el espacio entre la célula y
el electrodo. Este acercamiento reduce la resistencia eléctrica/iénica mejorando asi la conductivi-
dad eléctrica y permitiendo la obtencion de registros electrofisioldgicos con alta calidad (Blau,
2013), (Bulai et al., 2012), (Briiggemann et al., 2011).
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Construccion geométrica de la célula

La informacion sobre la morfologia y los detalles estructurales y dimensionales adquiri-
dos con AFM fue aprovechada para construir una geometria realista de la célula NG108-15, que
posteriormente seria utilizada para simular su comportamiento electrofisiolégico. Como las ima-
genes AFM dan informacion superficial en general, fue necesario segmentarla para poder aislar
una célula ademads de suponer que la parte inferior de ésta adoptd la morfologia del sustrato de
cultivo; es por esto que la construccion geométrica involucrd el procesamiento de la unién de los
detalles superficiales celulares con los del sustrato de cultivo (previamente adquiridos). Al ser
una geometria digital es importante mencionar que ésta puede ser tratada con la finalidad de
reducir, resaltar o agregar los detalles necesarios para adecuarla a los requerimientos de la simu-
lacion.

Construccion geométrica de los sitios de contacto célula/electrodo y del sistema de estimulacion por medio
del eNTCPM

Finalmente, para modelar el sistema de registro/estimulaciéon mediante el eNTCPM se
realiza el ensamble de las geometrias del electrodo, la célula y el medio extracelular (representado
por un cilindro). Previo a esto los sitios o zonas de contacto entre el electrodo y la célula se deter-
minaron en base a la cercania de ambas geometrias y se resaltaron sobre la superficie del elec-
trodo. Estos sitios representan las zonas donde hay mayor presencia de nanopicos o NTCPM
orientados de manera vertical. El ensamble representa una simplificacion del sistema real limi-
tado a una sola célula y una extensién pequena del eNTCPM ya que la idea inicial del proyecto
es entender lo que sucede en la interfase originada entre estas dos entidades, pero puede ser am-
pliado mediante la adicion o acople de mas células, modificaciones en el area del electrodo, en su
geometria, etc., todo esto claro con un coste computacional extra.

Caracterizacion de la linea celular cultivada en controles y sobre el eNTCPM (electrofisioldgica)

Con las técnicas estandar de “Patch Clamp” se analizaron y compararon los registros elec-
trofisioldgicos de las corrientes idnicas entre las células cultivadas sobre el eNTCPM vy las cajas
de Petri (controles); el resultado fue que no se encontraron diferencias significativas entre éstas.
Posteriormente, se realiz6 la comparacion del andlisis cuantitativo del desempefio de los canales
ionicos voltaje dependientes mediante la construccion de las curvas de conductancia del Vm. De
nuevo, no se encontraron diferencias significativas en la conductancia de potasio (gK*) o en la de
sodio (gNa*). Esto indica que ni la conductancia dependiente del voltaje para el sodio (gNa*), la
cual es vital para la fase de despolarizacién, ni la de potasio (gK*) la cual es importante para la
fase de repolarizacion del potencial de accion fueron afectadas por los NTCPM. Con estos resul-
tados podemos decir que el electrodo tiene buena biocompatibilidad estructural y funcional con
las células NG108-15.

Cabe mencionar que en la generacién de potenciales de accidn, las célula NG108-15 no
muestran una poblacion eléctricamente homogénea (Liu et al., 2012), algunas veces las células
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cultivada en las cajas Petri (control) presentaban un potencial de accion lento y otras uno rapido.
También, cuando las corrientes idnicas fueron analizadas se encontraron tres escenarios de con-
ductancia diferentes: muy baja, normal y muy alta. El comportamiento electrofisioldgico de las
células cultivadas sobre el electrodo presentd las mismas caracteristicas.

Los experimentos de estimulacion celular mediante dos tipos de electrodos: el electrodo
de alambre de plata (Ag/AgCl) y el eNTCPM, mostraron que ambos son capaces de provocar una
respuesta celular (potenciales de accién); sin embargo, es debido a las caracteristicas especificas
de este ultimo que la magnitud del pulso de estimulacion requerida para lograrla es mucho me-
nor que la necesaria para el electrodo de alambre de plata. Esto ciertamente se relaciona con la
cercania de los electrodos a la célula pero se le atribuye primordialmente a las caracteristicas de
adhesidn e interaccion celular con la superficie del eNTCPM especificamente.

Es importante mencionar que la diferencia en la magnitud del potencial de accion entre
ambos registros bien puede deberse al comportamiento electrofisioldgico especifico de cada cé-
lula en lugar de a la magnitud del estimulo requerido para provocarlo.

Inicialmente se introdujeron las ecuaciones de Hodgkin y Huxley asi como las modifica-
das para reproducir el comportamiento electrofisioldgico de la célula NG108-15 en el software de
simulacion sin asignarlas a una geometria. Esta simulacion reproduce tanto el potencial de accion
como la corriente idnica de la célula. Es importante notar que existe una ligera diferencia morfo-
logica en las sefiales del potencial y las corrientes entre el modelo de Hodgkin y Huxley y el
modificado para reproducir la célula NG108-15. Esta diferencia se origina debido a los potenciales
de equilibrio, las conductancias y los canales ionicos presentes en los modelos.

Ademas, se simulo el caso especial de una célula autoexcitable donde se producen poten-
ciales de accion, con sus corrientes idnicas, de manera espontdnea. Este resultado como se vera
mas adelante, es similar al caso excepcional observado en una célula NG108-15 que disparaba
potenciales de manera espontanea.

Para esta simulacion se realizaron dos esquemas que utilizaban las ecuaciones de Ho-
dgkin-Huxley sin modificar o estandar y las modificadas para reproducir el comportamiento de
las células NG108-15. Este esquema a su vez, se dividié en una geometria sencilla y otra real
donde el estimulo provenia primero del electrodo y después directamente de la célula. La inten-
cion de esto fue comprobar con las ecuaciones estandar y una geometria sencilla, que los resulta-
dos eran acorde con lo esperado o reportado en literatura para un estimulo de voltaje aplicado
mediante el electrodo y un estimulo de corriente aplicado directamente en la célula (la primer
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simulacion tiene la intencion de reproducir el experimento de estimulacion por voltaje mediante
el electrodo y la segunda de reproducir el experimento de fijacion de corriente). Posteriormente
se utilizo el ensamble de la geometria construida para este trabajo.

La importancia del MEF en la simulacion de este tipo de sistemas radica en la facilidad de
representar geometrias reales y observar como estas modifican o no la transmision de las senales
en la interfase, asi como la posibilidad de asignar mediante un modelo matematico el comporta-
miento eléctrico, fisico, quimico, etc., de cada etapa o componente del sistema. Esto fue muy claro
cuando en el sistema se construy6 la geometria sencilla o la real con las diferentes ecuaciones que
modelan el comportamiento electrofisioldgico y eran estimuladas por medio del electrodo o di-
rectamente sobre la célula. En este caso, cada configuracion requeria que el pulso de estimulacion
tuviera diferentes condiciones en cuanto a magnitud, tiempo y forma para lograr una respuesta
adecuada de la célula.

Por otra parte, con el MEF es posible presentar los resultados obtenidos en diferentes for-
mas que permiten observar y comprender como se transmiten y distribuyen las corrientes y los
potenciales en cada region de la interfase, asi como su posterior procesamiento para obtener los
resultados de interés.
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VIII.  Aplicacién: registro simultaneo del potencial de accion y de la co-
rriente idnica de una célula NG108-15

Metodologia

.........................................................

Aplicacion: Registro simultaneo del potencial de
accion y de la corriente iénica de una célula NG108-15

| Fijacion de voltaje | | Fijacion de corriente

Modelo de punto de contacto: Registro
simultaneo

|

: Simulacién de la actividad
| electrofisiolégica de una célula 5
: NG108-15 ;

’

Modelado y simulacion del sistema
completo de registro mediante el ;
eNTCPM 5

Figura VIII-1. Etapas de la aplicacidn del registro simultdneo del potencial de accidn y de la corriente idnica aso-
ciada mediante el eNTCPM.

Registro simultaneo del potencial de accién y de la corriente idnica (“bi-Patch Clamp”)

Como un experimento extra y novedoso, se planted la posibilidad de que ademas de re-
gistrar y estimular la actividad electrofisiologica con el eNTCPM, de manera extracelular, tam-
bién se pudiera registrar simultdineamente el potencial de accion con su corriente iénica asociada.
Lo cual, es precisamente una de las limitantes en las técnicas de registro convencionales.

Por lo tanto, el arreglo experimental de registro descrito anteriormente fue modificado
con el fin de poder registrar la corriente iénica en todo momento, sin importar si los experimentos
eran de fijacion de voltaje o de corriente. Para lograr este propdsito, un segundo sistema de regis-
tro fue utilizado para mantener el eNTCPM en tierra virtual (Figura VIII-2). El sistema fue cons-
truido atendiendo las especificaciones de Hamill (Hamill, Marty, Neher, Sakmann, & Sigworth,
1981). En electronica y en especifico en el area de los amplificadores operacionales (OpAmp), la
“tierra virtual” es un concepto donde el nodo de un circuito se mantiene a un potencial cero, sin
estar conectado directamente a ese potencial. Por lo tanto en un OpAmp, se considera que tanto
la entrada inversora como la no inversora se encuentran conectadas a un potencial cero o tierra,
sin estar conectadas fisicamente a esta.

Para registrar el potencial de accion y la corriente idnica resultante al mismo tiempo, se
agregod un segundo amplificador y se conecté el eNTCPM a través de un alambre de plata aislado
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eléctricamente. La medicion simultanea de la corriente fue posible debido a que el amplificador
2 inyecta una corriente de igual magnitud y curso temporal que la corriente idnica pero de signo
contrario, con el fin de mantener el eNTCPM en tierra virtual. En este caso, el amplificador 1 se
conecta a una micropipeta de vidrio que funciona como electrodo para estimular y registrar la
respuesta de la célula ya sea en configuracién de fijacién de corriente o voltaje, mientras que el
amplificador 2 mide la corriente resultante en todo momento de manera simultanea.

Micropipeta Amp. 1 b, ¥

Solucién extracelular vVemd

NG108-15

eNTCPM

vl i

Amp. 2

\Y

Figura VIII-2. Esquema del sistema bi-Pclamp construido y las células NG108-15 cultivadas sobre la superficie del eNTCPM. Con
el amplificador 1, la técnica estdndar de fijacion de voltaje/corriente, utilizando una micropipeta de vidrio como electrodo, es
empleada mientras el amplificador 2 mantiene el eNTCPM a tierra virtual registrando la corriente iénica en todo momento.

Es importante mencionar que para tener un punto de comparacion o referencia acerca de
las ventajas de usar un eNTCPM, se realizd un experimento control utilizando un alambre de
plata clorurado (Ag/AgCl) conectado a tierra virtual en lugar de eNTCPM (Figura VIII-3).

Modelo de punto de contacto: Registro simultaneo
Para comprobar los resultados experimentales, un modelo de punto de contacto del sis-
tema de registro extracelular fue construido y simulado (Figura VIII-4).

Simulacion de la actividad electrofisiolégica de una célula NG108-15. Empleando un modelo
computacional basado en resultados experimentales, con algunas variaciones, se simuld en
Matlab (Mathworks, USA) el potencial de accidn de la célula asi como la corriente iénica que lo
origina (Wu et al., 2012).

Modelado y simulacion del sistema completo de registro mediante el eNTCPM. Se emplearon
también los pardmetros experimentales obtenidos de la caracterizacion eléctrica del eNTCPM, asi
como algunos otros obtenidos de la literatura para modelar y simular esta etapa en Simulink
(Mathworks, USA) y enlazarla posteriormente con la simulacion desarrollada en Matlab (Chen et
al., 2011), (Martin-Fernandez et al., 2013).
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Figura VIlI-3. Esquema del sistema bi-Pclamp. a) Esquema del sistema bi-Pclamp construido y las células NG108-15
cultivadas en una caja Petri. Con el amplificador 1, la técnica estdndar de fijacidn de voltaje/corriente, utilizando una
micropipeta de vidrio como electrodo, es empleada mientras el amplificador 2 mantiene el alambre de plata cloru-
rado a tierra virtual registrando la corriente ionica en todo momento. b) Esquema experimental.

Ademas, el sistema de fijacion de voltaje utilizado para mantener el electrodo a tierra vir-

tual y registrar las corrientes idnicas fue también simulado. Los parametros eléctricos utilizados

para este sistema fueron adquiridos del disefio electrénico del sistema (Hamill et al., 1981) y, de

las hojas de especificaciones del amplificador operacional LF353, el cual es el circuito electronico

principal del sistema de registro. A la entrada del amplificador fue colocado un transistor FET

(Transistor de efecto de campo de sus siglas en inglés) para incrementar la impedancia a 102 Qy

para obtener una corriente “bias” de entrada de 0.3 pA.

Parametros del modelo de la interfase

Resistencia de la solucion extra-

Solucién extracelular

celular (Rs) 0.647 Q/m NG108-15
Impedancia eNTCPM solucién
extracelular (at 1kHz) (Ze) >6.3ka

o — : N
thiscllsotl(lez?d superficial del elec 8.728 kQ/sq s

Ze == —————— FWV—

Espacio célula-electrodo 10 nm eNTCPM ‘ﬁ— i) 3 i
Didmetro de la célula NG108-15 20 um 1

Figura VIlI-4. Modelo equivalente y simulacion del sistema de registro/estimulaciéon mediante el eNTCPM realizado

para corroborar los resultados experimentales.
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Resultados

Registro simultaneo del potencial de accién y de la corriente idnica (“bi-Patch Clamp”)

Con la modificacion realizada al sistema de “Patch Clamp” para obtener registros simul-
taneos, fue posible aplicar pulsos de estimulacion de voltaje a una célula NG108-15 y registrar los
cambios en la corrientes idnicas (célula completa) de manera extracelular al mismo tiempo. En la
Figura VIII-5, se presentan los registros de la corriente adquiridos con el electrodo del alambre
de plata clorurado y el eNTCPM, asi como sus correspondientes registros obtenidos con la mi-
cropipeta de vidrio. En ambos casos, se aplico el mismo protocolo de estimulacion que para la
caracterizacion electrofisiologica en su modalidad de fijacion de voltaje (Figura VIII-2) de manera
que, los canales idnicos de la membrana celular fueran abiertos artificialmente.

En estos experimentos es posible observar que la corriente idnica registrada con la micro-
pipeta de vidrio tiene la misma amplitud y curso temporal que la corriente registrada mediante
el alambre de plata clorurado y el eNTCPM. Los resultados revelan que el alambre de plata clo-
rurado tiene una relacion sefal a ruido (SNR de sus siglas en inglés) aproximadamente dos veces
menor que la del eNTCPM,, y pobre estabilidad. Las figuras presentan registros representativos
para cada uno de los casos. Las corrientes mostradas para el eNTCPM en este caso fueron muy
grandes.

Con dicha modificacion, también fue posible aplicar pulsos de estimulacion de corriente
a la célula y registrar los cambios en el Vm (fijacion de corriente) mientras que la corriente iénica
de célula completa fue registrada simultdneamente. En la Figura VIII-6 y Figura VIII-7, los resul-
tados de los experimentos control (electrodo de Ag/AgCl) y con el eNTCPM son presentados; el
electrodo de Ag/AgCl se utilizé para tener un punto de comparacion o referencia acerca de las
ventajas de usar un eNTCPM. En ambos casos, la membrana celular fue despolarizada mediante
la micropipeta de vidrio hasta que un potencial de accién fuera disparado y, al mismo tiempo, su
corriente bifasica asociada fue registrada. Al inicio de los registros del potencial y la corriente
aparece un artefacto de estimulacion, que no tiene ningtin efecto en la visualizacion de los regis-
tros.

En ambos casos, los registros de corriente muestran una deflexién negativa, asociada con
la entrada de corrientes de Na* a la célula durante la fase de despolarizacion de la membrana
durante el potencial de accion, seguido por una deflexién positiva, asociada con la salida de co-
rrientes de K* a la célula durante la fase de repolarizacion de la membrana en el potencial. El
registro de la corriente en el experimento control tiene baja amplitud y se encuentra inmerso en
ruido (Figura VIII-6a) mientras que el registro adquirido con el eNTCPM tiene buena amplitud y
la SNR es alta (Figura VIII-6b).
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Figura VIII-5. Comparacion de los experimentos de registro de corrientes idnicas realizadas con la micropipetta de
vidrio y de manera simultdnea con los electrodos de Ag/AgCl y el eNTCPM de manera extracelular. a), c) corrientes
registradas mediante la micropipeta de vidrio (trazo azul punteado) y al mismo tiempo, pero de manera extracelular,
con el electrodo de Ag/AgCl (trazo continuo naranja). b), d) Mismos experimentos para el eNTCPM.
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Figura VIII-6. Comparacion de los experimentos de registro simultdneo realizados con el electrodo de Ag/AgCl y el
eNTCPM. En ambos casos pulsos positivos cortos de corriente fueron aplicados hasta que un potencial de accion fue
disparado (trazo azul en a y b), al mismo tiempo, la | corriente idnica i bifdsica asociada fue registrada (trazos naran-
jasenayb). Al inicio de los registros del Vm y de la corriente se observan los artefactos de estimulacion (*). El registro
de corriente mediante el electrodo Ag/AgCl tiene baja amplitud y estd inmerso en ruido, mientras que el registro
adquirido con el eNTCPM tiene buena amplitud y la relacion sefial a ruido es alta.
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En la segunda parte del experimento se presenta una grafica donde los pulsos de estimu-
lacién van incrementando su amplitud (Figura VIII-7). En este caso, el primer puso de estimula-
cién no despolariza la membrana celular y por lo tanto Vm no alcanza el potencial umbral nece-
sario para disparar un potencial de accidn, por consecuencia, no se registra ninguna corriente
ionica. Un segundo pulso de estimulacion de mayor magnitud es entonces aplicado a la célula y
esta vez si fue posible alcanzar el potencial de umbral y disparar un potencial. Por lo tanto, se
obtiene una corriente asociada que muestra las mismas caracteristicas del experimento anterior.
Finalmente, un tercer pulso de estimulacién de mayor magnitud es aplicado; la célula dispara
nuevamente un potencial de accion, pero en esta ocasion, debido a la magnitud del pulso de es-
timulacion, la membrana celular se despolariza mas rapido y el potencial, asi como la corriente
ionica asociada aparecen antes (mas cercana del pulso despolarizante).
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Figura VIII-7. Comparacion de los experimentos de registro simultdneo con incremento de magnitud en el pulso. a) y
b) muestran la respuesta a un pulso que incrementa su magnitud. El primer pulso no despolariza la membrana celular
(trazo negro en c y d) y por consecuencia, no se registra ninguna corriente. Un segundo pulso de mayor magnitud
dispara un primer potencial de accion (trazo naranja en c y d) en ese momento se registra la corriente idnica asociada
a él. Finalmente, un tercer pulso de estimulacion de mayor magnitud dispara otro potencial de accién, pero esta vez
mads rdpido. Artefactos de estimulacion (*).

El siguiente conjunto de imagenes muestran una comparacion de los registros obtenidos
con el electrodo del alambre de plata clorurado y el eNTCPM cuando un pulso largo de estimu-
lacién es aplicado a la célula. El objetivo de estos experimentos, es mostrar que aun cuando se
realiza un cambio en las condiciones experimentales, el comportamiento de la neurona asi como
la obtencion de los registros de las corrientes iénicas de manera extracelular persiste.

En este caso, se produce el mismo efecto que en el experimento anterior donde es dispa-
rado un potencial de accién y su corriente idnica bifasica asociada es registrada, pero esta ocasion,
ambos se observan montados sobre el pulso largo de estimulacion (Figura VIII-8).

Nuevamente, cuando pulsos de estimulacion que incrementan su magnitud son aplica-
dos, el potencial de accion y las corrientes idnicas ocurren antes que aquellos del primer pulso
(Figura VIII-9). En el eNTCPM se observa que un pulso largo de mayor magnitud dispara dos
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potenciales (siendo el primero de mayor amplitud) mientras que la corriente registrada sigue la
misma conducta.
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Figura VIII-8. Pulsos positivos largos de estimulacion de corriente experimental. Estos pulsos dispararon potencial de
accion (trazos azules en a 'y b) y sus corrientes iénicas bifdsicas asociadas fueron registradas (trazos naranjas en a 'y
b) pero esta vez ambos se encontraban montados sobre el pulso de estimulacion.

Los registros control no siguen esta tendencia, pero muy posiblemente sea debido a la
respuesta inherente de la célula a los pulsos de estimulacion; sin embargo, en este ultimo caso,
las sefiales de corriente tienen baja amplitud y se encuentra inmersas en ruido.
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Figura VIII-9. Pulsos de estimulacion de corriente de mayor magnitud. En este caso se despolarizé la membrana mds
rapido y por consecuencia los potenciales de accién, asi como sus corrientes iénicas aparecieron antes (trazos azules
y naranjas en a y b). Los registros del eNTCPM ensefiaron que estos ultimos pulsos generaron dos potenciales de
accion. Los registros realizados en el electrodo Ag/AgCl no reflejan la misma tendencia y la sefial de corriente tiene
muy baja amplitud y se encuentra inmersa en ruido.

En esta seccidn, se presenta un caso excepcional de una célula NG108-15 con disparos de
potenciales de accion espontdneos sobre el eNTCPM. En un primer experimento, un pulso nega-
tivo de estimulacion de corriente se aplico para hiperpolarizar la membrana celular. Una vez que
concluye el pulso, la etapa de repolarizacion comienza, pero cuando estéd casi completada, se dis-
para un potencial pues esta contintia hasta alcanzar el potencial umbral. Este potencial de accién
es seguido inmediatamente por otro de menor amplitud y después de un breve periodo de
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tiempo, se dispara otro con una amplitud poco mayor al anterior. En esta misma figura se regis-
tran simultdneamente, mediante el eNTCPM, las corrientes idnicas de célula completa que gene-
ran los potenciales; es claro que la magnitud de dichas corrientes corresponde al cambio también
de magnitud en los potenciales (Figura VIII-10a). La ocurrencia de los potenciales de accion para
este experimento es regular.

A continuacidn, esta célula fue monitoreada en el tiempo y se observo en los registros del
Vm, sin aplicar ningin pulso de estimulacién, que la célula comenzé a disparar potenciales de
accion de manera espontdnea y de ocurrencia regular. Los potenciales parecen tener la misma
amplitud; sin embargo, las corrientes idnicas registradas de manera extracelular con el sistema
construido presentan algunas ligeras diferencias en cuanto su amplitud que se consideran nor-
males dentro de la actividad electrofisiologica espontanea (Figura VIII-10b). No obstante se hace
hincapié en que esta actividad no es comtin para este tipo de células.
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Figura VIII-10. Caso excepcional de célula NG108-15 disparando potencial de accion de manera espontdnea. a) El
pulso de estimulacion de corriente negativa (*) induce una serie de potencial de accion de diferentes amplitudes casi
inmediatamente después de que finaliza (trazo azul). La corriente idnica asociada es registrada de manera simultd-
nea a través del eNTCPM de manera extracelular (trazo naranja). b) Registro del Vm sin ningun pulso de estimulacion
que presenta potenciales de accion disparados de manera espontdnea (trazo azul) y al mismo tiempo, con el eNTCPM
es posible registrar la corriente asociada (trazo naranja).

Modelo punto de contacto: Registro simultaneo

En este caso, el potencial de accién y la corriente idnica de célula fueron reproducidos
utilizando el modelo de (Wu et al., 2012) (Figura VIII-11a, trazo azul). Posteriormente, la corriente
fue puesta como entrada en el sistema de fijacion de voltaje simulado que mantiene el electrodo
conectado a tierra virtual en todo momento. La salida de este sistema es la corriente idnica de
célula completa mostrada en la Figura VIII-11a (trazo naranja). Es notorio que esta simulacién
reproduce los registros experimentales (Figura VIII-11b) de manera muy similar.
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Figura VIII-11. Modelo computacional del sistema de registro implementado en Matlab y Simulink. a) Actividad elec-
trofisiolégica simulada de una célula NG108-15. Potencial de accion (trazo azul) y su corriente ionica asociada (trazo
naranja), obtenida a través del sistema de fijacion de voltaje simulado. b) potencial de accion experimental obtenido
con la micropipeta de vidrio y su corriente asociada obtenida mediante el eNTCPM. Artefactos de estimulacion (*).

Discusion

Registro simultdneo (“bi-Patch Clamp”)

El uso del eNTCPM y de dos sistemas de “Patch Clamp” uno en la configuracién conven-
cional de fijacion de corriente/voltaje y el otro ligeramente modificado para mantener el electrodo
en tierra virtual tiene varias ventajas (Figura VIII-2). Primero, este arreglo permite medir la co-
rriente a través de un amplificador (€l conectado al eNTCPM) sin importar si los experimentos se
realizan en la configuracién de fijacion de corriente o voltaje. Segundo, genera la posibilidad de
medir de manera simultanea el potencial de accion y la corriente idnica que le da origen.

Una ventaja evidente de usar el electrodo nanoestructurado como sustrato de cultivo en
este sistema, se produce cuando se comparan los registros de la actividad electrofisioldgica extra-
celular con los de otros tipos de electrodos extracelulares que no presentan la localizacién, mor-
fologia y caracteristicas eléctricas que tiene la pelicula de NTCPM; como es el caso de un electrodo
de alambre de plata (Ag/AgCl) (Figura VIII-5, 52, 53, 54 y 55). Esta comparacion exhibe que la
corriente bifdsica registrada con el electrodo de plata tiene baja amplitud y una pobre relacién
senal a ruido (SNR) como se ha observado anteriormente (Baranauskas et al., 2011). Con esto se
concluye que no es suficiente tener otro sistema de “Patch Clamp” si no que también es necesario
tener una buena superficie de cultivo con caracteristicas especificas.

En comparacion con las técnicas existentes para medir la corriente idnica y el potencial de
accion de células excitables, el uso de un segundo amplificador que mantiene el electrodo a tierra
virtual permite registrar la actividad electrofisioldgica de manera directa y simultanea sin la ne-
cesidad de interrumpir el desarrollo normal del potencial o de un amplificador especial (Dietrich
et al., 2002). También, para conseguir esta informacion con otras técnicas, como la desarrollada
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por Chen et al. (Chen-Izu et al., 2012), se debe hacer el experimento de manera secuencial en lugar
de simultanea. Cabe resaltar que en este caso, para obtener la corriente idnica de célula completa
es necesario integrar todas las corrientes individuales, lo cual, puede ser un inconveniente en el
caso de que la interaccidn entre ellas no sea lineal y de que existan canales iénicos desconocidos
que contribuyan con la generacién de la corriente; adicionalmente, esta técnica depende en espe-
cifico de bloqueadores y la no existencia de efectos colaterales en otras corrientes cuando se blo-
quea un canal en especifico (Doerr et al., 1989). Por otra parte, en esta técnica, los canales idnicos
voltaje dependientes son los tnicos que estan siendo reclutados para mantener el Vm, pero en la
membrana celular no solo estan presentes este tipo de canales sino que hay varios canales de
distinta indole que son activados bajo otras circunstancias (Adelman, Maylie, & Sah, 2012), (Sah
& Davies, 2000).

El modelo de punto de contacto es una combinacion de las ecuaciones de Hodgkin — Hux-
ley modificadas para reproducir la actividad electrofisioldgica de las células NG108-15 y un mo-
delo que simplifica y reproduce el comportamiento global de la interfase a circuitos eléctricos. El
objetivo de este modelo es el de reproducir especificamente el sistema de registro simultaneo asi
como el de mostrar algunas de las diferencias existentes con el modelo desarrollado mediante el
MEF.

El modelo reproduce la actividad electrofisioldgica del experimento del registro simulta-
neo de manera muy precisa aunque, con algunas pequefias diferencias en la morfologia de la
sefal tanto del potencial de acciéon como de las corrientes ionicas, debidas principalmente a que
el modelo no captura todas las variables experimentales.

La principal diferencia con el MEF es que este modelado no permite adquirir y analizar
las sefiales en los distintos puntos (geometrias) de la interfase sino que presenta la sefial final o
integrada de cada etapa o componente, de manera que algtin cambio en la geometria que afecte
la transmision de sefiales pudiera no ser observado y asi afectar el disefio y la construccion del
sistema de registro/estimulacion final.

El modelado y la simulacién obtenida es relevante en el sentido que busca reproducir el
comportamiento total del sistema mediante la solucion numérica de las ecuaciones que descri-
ben el fendomeno fisico que se esta estudiando, empleando las condiciones geométricas reales;
que como ya se observd, tienen un efecto importante sobre este. Si este trabajo logra reproducir
los resultados experimentales, entonces es posible que prediga con cierto grado de precision el
comportamiento de la interfase cuando se modifiquen los parametros, las condiciones de opera-
cion, de diseno, o geométricas, etc. y de esa manera disefiar un electrodo reduciendo los tiem-
pos y costos que presentan los desarrollos experimentales.

Por otro lado la importancia de la adaptacion en el sistema de registro asi como el uso de
un electrodo de NTCPM para obtener el potencial de accion y las corrientes iénicas de manera
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simultdnea radica en que es posible observar el panorama completo de los procesos electrofisio-
logicos celulares de manera extracelular, cuando normalmente esto se hace de manera intracelu-
lar.
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IX. Conclusiones

Gracias a los materiales nanoestructurados (NTCPM) se construy6 un electrodo
cuya superficie cuenta con las caracteristicas morfoldgicas, quimicas y eléctricas que permi-
ten el crecimiento y la funcionalidad de las células neuronales en su superficie. En particu-
lar, las micrografias SEM y AFM muestran que la pelicula de NTCPM es adecuada para el
crecimiento, la adhesién y la proliferacion celular ya que se observaron células fuertemente
adheridas a la pelicula con la presencia de neuritas o extensiones citoplasmaticas y somas
de morfologia regular (observado de manera cualitativa). Asimismo, se puede observar que
no existen diferencias significativas entre los registros, tanto de corrientes idnicas como de
potenciales de accidn, obtenidos en las células control y en las cultivadas sobre el electrodo
(observado de manera cuantitativa). Esto indica que se obtuvo un sustrato biocompatible
estructural y funcionalmente.

El modelado y la simulaciéon por el MEF ofrece una manera interesante de estudiar
la interfase en la que se pueden introducir las caracteristicas de los materiales, geometrias,
condiciones de frontera, modelos matematicos y otras variables que permiten el desarrollo
de un modelo mas completo y realista, ademas de que se puede observar el comportamiento
de ésta en el tiempo y casi en cualquier punto de la geometria; todo esto claro con su res-
pectivo coste computacional. También, este método permite modificar de manera relativa-
mente sencilla las condiciones de operacion con el fin de disenar y construir el sistema 6p-
timo para este fin, sin la necesidad de construir todo el esquema experimental; por tanto, el
modelado y la simulacion por el MEF también presenta un caracter predictivo.

En otro orden de ideas, se desarrollé un método eficiente para registrar de manera
simultdnea el potencial de accién de células NG108-15 y la corriente iénica que lo origina
mediante un eNTCPM. Este método esta basado en la modificacion de un sistema de “Patch
Clamp” convencional para conectar un electrodo a tierra virtual y la explotacién de las pro-
piedades mecanicas, eléctricas y de adhesion celular de los NTCPM. A diferencia de los
trabajos anteriores, este procedimiento no interfiere con la actividad electrofisiologica de los
canales ionicos ni interrumpe los registros durante el experimento, lo cual es de vital impor-
tancia para determinar como un cambio en la cinética y la magnitud de estas corrientes po-
dria afectar la frecuencia de disparo, amplitud o forma entre otras caracteristicas del poten-
cial de accidén. Por lo que se puede concluir que hasta antes de este trabajo, no habia sido
posible medir la corriente total que da origen al potencial de la célula.

Cabe mencionar que en células auto excitables, el sistema construido puede ser uti-
lizado para medir los cambios en la corriente que produce la actividad electrofisioldgica
espontdnea en el tiempo, utilizando tiinicamente el eNTCPM conectado a tierra virtual, lo
que hace innecesario el uso de un segundo amplificador de fijacidon de corriente/voltaje.

Se asume que la técnica presentada podria ser de particular importancia en electro-
fisiologia de células cardiacas la cual ha sido estudiada por décadas y sobre todo, él como
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medir de manera simultanea el potencial de accion y las corrientes transmembranales que
les dan origen. Como ejemplo, es todavia sujeto de investigacion la mayoria de las corrientes
idnicas cardiacas que producen potenciales de accién en las células marcapasos (Bartolucci
et al., 2015), (Van Putten et al., 2015), (Clay, 2013). Ademas, esta técnica permite la evaluacién
directa medicion de drogas o ciertos tipos de moduladores que se conoce tienen un efecto
sobre los canales idnicos y por consecuencia, en las propiedades electrofisioldgicas de las
células excitables mediante la observacion de las corrientes ionicas y los potenciales de ac-
cién de manera simultanea. Finalmente, este trabajo presenta un nuevo avance en el campo
con dos puntos importantes, el registro simultaneo del potencial de accién con su corriente
ionica asociada y el mejoramiento de la SNR.

Perspectivas

A partir de lo expuesto en esta tesis, las perspectivas de trabajo futuro se pueden
orientar en dos direcciones, respecto al modelado de la interfase y respecto al sistema expe-
rimental de registro simultdneo construido. Si bien muchas de las incdgnitas planteadas
quedaron sin resolver, la investigacion realizada introduce y facilita la continuacion de la
investigacion en dicha direcciones.

En cuestion del modelo se tiene la facilidad de generar diferentes disefios de electro-
dos que incluyan las propiedades eléctricas y morfologicas que faciliten la transmision/re-
cepcion de las sefiales eléctricas en la interfase basados en las técnicas de fabricacion y ma-
teriales disponibles. Esto es que se pueden modificar las geometrias, condiciones de fron-
tera, propiedades intrinsecas de los materiales, etc., sin la necesidad de modificar el algo-
ritmo de simulacion. También, se tiene la posibilidad de enriquecer el modelo si se toman
en cuenta los distintos procesos fisicoquimicos existentes, como la difusion de iones, en la
interfase.

Si bien el modelado y la simulacion presentada en esta tesis se trabajo a nivel macro,
existe y se contempla la posibilidad a futuro de crear un modelo de NTCPM de manera
individual, es decir, construir una geometria que represente fisicamente al elemento y em-
plear el modelo de “Luttinguer liquid” (Burke, 2002), para describir su comportamiento
eléctrico. Este modelo permitiria simular la interfase a mayor detalle en el componente del
electrodo pues se podria utilizar desde un NTCPM hasta unos cuantos de ellos, por ejemplo
orientados de manera vertical o como pelicula ultra delgada. Asi pues, se tendrian caracte-
risticas mas realistas del modelo respecto al presentado en esta tesis, no solo en cuanto a
geometria sino también en cuanto a la forma transmisidn de sefiales eléctricas en los NTCPM
y la interfase. Visiblemente se podrian disefar por este método, electrodos mas pequefios y
con mejores caracteristicas para aplicaciones del tipo invasivo y como peliculas delgadas
para ciencia basica o aplicada.
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Cabe mencionar que el modelo de punto de contacto en combinacion con el modelo
computacional de la actividad electrofisiologica de la célula NG108-15 desarrollado para
reproducir especificamente el sistema de registro simultaneo, es un trabajo que se puede
resolver mediante el método de los elementos finitos a futuro cercano pues se tienen todos
los elementos disponibles para poder construirlo.

En cuanto a la aplicacion, las mediciones simultaneas del potencial de accion (micro-
pipeta) y las corrientes idnicas que los originan (eNTCPM) en células excitables pueden abrir
nuevas perspectivas en estudios electrofisioldgicos y complementar o incrementar el cono-
cimiento acerca de los procesos de sefalizacion intracelular. Ciertamente existe la posibili-
dad de mejorar el disefio del electrodo para que pueda registrar desde una célula excitable
hasta una poblacion de ellas, utilizar distintos tipo de materiales nanoestructurados en su
fabricacion, disefnar y construir la instrumentacién que facilite la adquisicion de los regis-
tros, etc., pero un trabajo que se plantea a futro cercano es el estudio de distintos tipos de
células excitables y su posible aplicacion en estudios farmacoldgicos.
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