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1.- Introduccién

En este proyecto se pretende desarrollar una plataforma microfluidica con dos
compartimentos interconectados por microcanales haciendo uso de la tecnologia MEMS,
donde poder cultivar neuronas de forma que sus axones crezcan a través de estos
microcanales, permitiendo que las neuronas de un compartimento se conecten con las del otro
mediante sinapsis. La idea es disponer de un dispositivo con el que poder estudiar las
conexiones sinapticas entre estas dos poblaciones de neuronas mediante el registro de
imagenes de fluorescencia. Antes de explicar en profundidad el disefio y trabajo realizado es
necesario tener claro ciertos conceptos sobre tecnologias de microsistemas y Neurociencia .
En el apartado de tecnologias MEMS describiremos los materiales y procesos de fabricaciéon y
relativo a la neurociencia se hara una breve descripcion de la transmisién sinaptica y de
cémo podemos estudiar su funcionamiento mediante cultivos de neuronas y el registro de
secuencias de imagenes de fluorescencia . Finalmente se realizara una descripcion histérica
del impacto que ha tenido la tecnologia en los avances cientificos en neurociencia,

describiendo también las tecnologias de vanguardia que marcaran las tendencias futuras.

1.1.- Descripcion de la tecnologia MEMS

Los MEMS (Micro-Electro-Mechanical Systems) son dispositivos en los que al menos una de
sus dimensiones se caracteriza por estar en el rango de las micras y que en general pueden
estar compuestos por cualquier conjunto de elementos que podamos encontrarnos en la escala
macroscopica. La naturaleza de estos elementos puede ser eléctrica, magnética, Optica,
térmica, mecanica y/o fluidica. Los MEMS poseen una serie de ventajas sobre los sistemas de
mayor tamafio, como son la fabricacién masiva a bajo coste, generaciéon de componentes mas
sensibles, tamafio y peso reducido, pequefio consumo de energia, alta precision vy
biocompatibilidad. Ademéas podemos clasificar los MEMS en distintos tipos segln su aplicacion,
aunque normalmente en la practica un sistema MEMS puede pertenecer funcionalmente a
varios tipos. Estos pueden funcionar como sensores para medir cambios en el ambiente,
actuadores para proporcionar estimulos, MEMS de RF para transmitir o recibir sefales de

radiofrecuencia, MOEMS (Micro-Opto-Electro-Mechanical Systems) que incorporan elementos
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Opticos para el procesamiento de la luz, MEMS para microfluidos que manipulan fluidos, como

por ejemplo valvulas o bombas y BioMEMS, con aplicaciones en biologia o medicina.

Tradicionalmente la microfabricacion ha estado ligada a la tecnologia de fabricacion de
semiconductores pero hoy en dia el panorama estd cambiando, apareciendo nuevos materiales
y procesos. El disefio de cualquier dispositivo debe adecuarse a las restricciones que el
material y los procesos elegidos imponen. Existe una amplia variedad de materiales como
procesos de fabricacién pero aqui nos centraremos en los procesos basicos mas comunes, y

en los materiales ampliamente utilizados.

1.1.1.-Procesos de fabricacion

Todos los procesos en la fabricacion de un dispositvo MEMS se debe llevar a cabo en
ambientes controlados con baja concentracion de contaminantes, y si es posible, que sea en
una sala blanca. Existen muchos procesos de fabricacion relacionados con la tecnologia
MEMS, pero aqui nos centraremos en los que se utilizaran en este proyecto. La fotolitografia

es uno de los procesos que se utiliza en tecnologia MEMS y consiste en la transferencia de un
patrén a las distintas capas de un dispositivo. Este proceso estd compuesto a su vez por los
procesos de deposicién , exposicidon y revelado . Los procesos de fabricacion y los materiales
se encuentran intimamente ligados, y en este caso, el material que viene ligado al proceso
fotolitografico se denomina fotorresina , ya que gracias a su comportamiento fotosensible
permite la transferencia de patrones en los microsistemas. Estan compuestas por un polimero,
un sensibilizador y un disolvente. El polimero cambia su estructura cuando esta expuesto a la
radiacion, el disolvente permite que sea distribuida mediante giros para la formacién de
delgadas capas en la superficie de la oblea y el sensibilizador o inhibidor controla la reaccién
fotoquimica en la fase polimérica. Las fotorresinas se pueden clasificar como positivas o
negativas. Si son positivas, la reaccién fotoquimica durante la exposicién debilita el polimero
que lo compone, haciéndolo mas soluble al revelador, de manera que se consigue el positivo
del patrén. Sin embargo, cuando la fotorresina es negativa ocurre lo contrario, la exposicion a

la luz produce la polimerizacion de la fotorresina, y por tanto es mas dificil de disolver.

Cuando se trabaja con resinas fotosensibles, el primer paso para transferirles la forma de la

mascara es distribuirlas homogéneamente sobre el sustrato. El proceso que se utiliza para ello
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se conoce como deposicion 0 spin coating. Se trata de una técnica aditiva, que suele venir
acompafiada por algin procesamiento térmico para obtener, ademas de la deposicion del
material, las propiedades deseadas del mismo y una buena adhesion al sustrato. Para mejorar
la adhesioén al sustrato de la fotorresina se suele realizar una preparacion previa del sustrato.
Consiste en utilizar un promoter, material que fomenta la buena adhesion de las fotorresinas
con el sustrato. Segun el tipo de que se trate, se deposita de la misma forma que la fotorresina,
o bien se introduce el sustrato en un desecador con dicho promoter para que se adhiera por
evaporacion. Para ello se utiliza un equipo que se denomina spin coater. Esta compuesto por
una plataforma giratoria sobre la que se deposita la oblea que actla de sustrato. Incorpora un
sistema de vacio que se encarga de fijar dicho sustrato a la plataforma. También suelen
incorporar un sistema de dosificacion del material para controlar la cantidad que se va a
depositar. Es decir, gracias a este aparato se vierte una cantidad de fotorresina sobre el
sustrato, y tras dejar unos segundos de reposo en los que se extiende la fotorresina libremente
sobre el sustrato, éste se fija y se procede a girar a una determinada velocidad para que debido
a la fuerza centrifuga se obtenga una capa homogénea sobre el sustrato. En el spin coater se
deben fijar los parametros de la rampa de aceleracion, la velocidad de giro y los tiempos de
ambos procesos, en funcion del espesor que se desee. Para realizar deposiciones con alta
resolucién es importante haber caracterizado este proceso para la fotorresina y sustrato que se
van a utilizar. El sustrato que se suele utilizar es una oblea de silicio, aunque hay otros

materiales sobre los que se puede realizar, como por ejemplo las placas de circuito impreso.

Posterior a la deposicion de la fotorresina es necesario llevar a cabo un calentamiento del
sustrato denominado softbake. El espesor de la resina suele disminuir en un 25 % durante
este proceso ya que la mayoria de los disolventes se evaporan. Por otro lado gracias a este
calentamiento desaparece el efecto borde asociado al giro. El tiempo de calentamiento debe
ajustarse de manera precisa ya que si se sobrepasa el tiempo necesario degradara la
fotosensibilidad de la resina, o bien reduciendo la solubilidad del revelador, o bien destruyendo
directamente una parte del sensibilizador. Para llevar a cabo este calentamiento se puede
utilizar el horno o el hotplate. Es recomendable utilizar el hotplate en la mayoria de los casos ya
que en el caso del horno, como se trata de un ambiente cerrado, el disolvente se evapora en

peores condiciones.
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Una vez que se ha finalizado la deposicién mediante el spin coater, se cuenta con una capa
homogénea de fotorresina y podemos pasar al proceso de exposicion que consiste en
exponer la fotorresina a radiacion ultravioleta, realizando previamente el alineado con la
mascara que se quiere transmitir y que suelen imprimirse en laminas de acetato. El propésito
de la iluminacién es suministrar luz con la intensidad, direccion, espectro caracteristico e
uniformidad tal que permita una transferencia practicamente perfecta de la imagen de la
mascara. En el disefio de la mascara se deben incluir marcas de alineacion para realizar este
proceso. Ademas, para conseguir la alineacion de la mascara se hace uso de la alineadora que
también se encarga de insolar la muestra. Una vez que la mascara esta correctamente
alineada con el sustrato, la fotorresina es expuesta a la luz a través de la mascara. Hay tres
tipos de exposicion: por contacto, proximidad o proyeccion. En el primer caso la mascara esta
en contacto directo con la fotorresina que va a ser iluminada. Debido a la cercania la precisiéon
que se alcanza es muy alta pero sin embargo los desechos que se quedan atrapados entre la
mascara y en la oblea pueden dafiar la mascara y hacer que aparezcan defectos. En el
segundo caso, por proximidad es similar al primero pero se mantiene una separacién de unas
micras entre mascara y oblea. Esta separacion disminuye los defectos de la méascara. Por
ultimo, los sistemas por proyeccién mantienen una separacién de centimetros entre ambos,
evitando completamente los desperfectos de la mascara. No obstante, para mantener una
resolucién alta, solo se trabaja con una pequefia parte de la imagen. En general se pretende
obtener una imagen 1:1 con respecto a la mascara, pero para otras ratios se debe hacer uso
de sistemas de proyeccion. Para procesos con una alta resolucién es conveniente realizar una
fase de calibrado respecto a la exposicion, ya que la eleccién de la dosis y tiempo de

exposicion es fundamental.

Inmediatamente tras la exposicidn es necesario realizar un calentamiento, denominado en este

caso postbake.

El dltimo paso del proceso litografico es el revelado y es el responsable de transformar la
imagen latente en la resina durante la exposicion a la luz ultravioleta a una imagen activa.
Durante el proceso de revelado se lleva a cabo el proceso de disolucion selectiva de la
fotorresina. Segun sea una fotorresina positiva 0 negativa se vera atacada la parte iluminada o

la no iluminada de la méascara. Se utilizan dos tipos de técnicas, el revelador himedo, que es el
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mas utilizado, y el revelador seco, que se utiliza en algunas aplicaciones de alta resolucién. El
método mas comuln consiste en un ataque himedo mediante inmersién dentro de una cubeta.
El tiempo de revelado depende del espesor de la capa, y se puede encontrar en la hoja de
caracteristicas del fabricante. Si las dimensiones del dispositivo son muy pequefias se
necesitara realizar esta inmersion en el revelador con ayuda de un sonicador, que agita la
mezcla mediante la aplicacion de ultrasonidos. Gracias a este instrumento el revelador puede
entrar y salir de las cavidades micrométricas que pueda haber en el disefio. Tras el revelado es
necesario un lavado y secado del dispositivo para eliminar cualquier resto posible de revelador

que pueda dafiar al dispositivo.

1.1.2.-Materiales

Descritos ya los procesos de fabricacion nos centramos ahora en los materiales asociados a la
microfabricacion. Se ha comentado la relevancia histdrica del silicio pero hoy en dia existe una
importante tendencia a la utilizaciéon de polimeros como son el SU-8 y el PDMS, que son de

hecho los que utilizaremos para fabricar nuestro dispositivo microfluidico.

Antes de comenzar hablando de los polimeros empezamos describiendo las caracteristicas de
las placas de circuito impreso  (Printed Circuit Board) ya que en nuestro caso sera el soporte
mecanico durante la fabricacién del dispositivo. Las PCB estan sustituyendo al silicio en el
desarrollo de microsistemas dando lugar a lo que se conocen como dispositivos PCB-MEMS. El
material del que estan hechas la mayoria de las placas de circuito impreso es FR-4 (Flame
Retardant 4). Esta compuesto por un tejido entrelazado de fibra de vidrio con un epoxy. Las

ventajas de esta tecnologia son las siguientes:

- Bajo coste. En comparacion con el silicio es una tecnologia extremadamente barata.

- Tecnologia madura.

- Prototipado rapido y fécil.

- Alta integraciéon. Se pueden integrar tanto dispositivos microfluidicos como dispositivos

electrénicos.

Una vez descrito las PCB continuamos con los polimeros, que son macromoléculas

generalmente organicas, formadas por la unién de moléculas mas pequefias denominadas
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mondmeros. Mediante la polimerizacidn se sintetiza un polimero a partir de sus monémeros.
Los polimeros difieren en sus propiedades mecanicas, caracteristicas Opticas, estabilidad en la
temperatura, resistencia a productos quimicos como son acidos, alcalinos o soluciones
organicas existiendo también polimeros biodegradables. Una posible clasificacion de los
polimeros se basa en la igualdad de los mondémeros que lo componen. De esta forma, los
homopolimeros estan compuestos por monomeros del mismo tipo y por el contrario los

copolimeros estan compuestos por monémeros de distinto tipo.

El SU-8 surge en los laboratorios de investigacion IBM Zurich en los afios 90. Se trata de una
fotorresina que puede ser mecanizada mediante procesos fotolitograficos tradicionales de la
industria electronica obteniendo paredes practicamente verticales. Puesto que no son
necesarias instalaciones de alto coste para su tratamiento y presenta unas caracteristicas
mecanicas, quimicas y Opticas muy buenas, ademas de verse reducidos los tiempos de

fabricacion, el SU-8 es ampliamente utilizado en la industria de microsistemas.

El SU-8 es una resina epoxy negativa sensible a la radiacion ultravioleta que esta disuelta en
un disolvente organico. La resina epoxy es el copolimero bisphenol-A/formaldehido Novolac en
un disolvente organico, que sera ciclopentonona o gamma-Butirolactona (GBL), segun el caso,
y junto al generador fotoacido que pertenece a la familia de sales de triaril sulfonio. La cantidad
de disolvente determina la viscosidad, y por tanto el rango de espesores posibles,
extendiéndose desde el centenar de nandmetros hasta el milimetro. Este material se procesa

con las técnicas de litografia que han sido descritas anteriormente.

A continuacion describimos las propiedades que lo han convertido en uno de los materiales

fundamentales en microsistemas:

- Verticalidad en las paredes y altas relaciones de aspecto.

- Alta transparencia. Esta propiedad permite visualizar liquidos dentro de un dispositivo y
la posibilidad de integrar dispositivos opticos.

- Biocompatibilidad.

- Resistencia quimica.

- Deposiciones uniformes y muy bajo efecto de borde.
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Este material es comercializado por MicroChem y en este proyecto se usara la familia SU-8
2000. En la figura 1 se muestra un ejemplo de fabricacién con SU-8 de las paredes de un
microcanal mediante el proceso de litografia, donde se observan las fases de deposicién,

exposicion y revelado que hemos comentado anteriormente.

1- Limpieza del sustrato

2- Deposicién del SU-8

3- Softbake

¢ ‘L ¢ ¢ ‘L 'lv ‘L ‘L SU-8 sin polimerizar

- _ - . SU-8 polimerizado
B rrs
] Acetato

3-Exposicién

4- Post exposure bake

5- Revelado

Figura 1: Proceso de fabricacion con SU-8 de las pa  redes de un microcanal.

A continuacion describimos los parametros que proporciona el fabricante para llevar a cabo una
fabricacion, teniendo en cuenta de que esta informacion es general y que debe adaptarse a
cada laboratorio. En la tabla 1 podemos ver los tiempos de softbake, postbake y revelado
proporcionados por el fabricante para la familia SU-8 2000. Tanto el softbake como el postbake

constan de 2 fases, una a 65 °C y otra a 95°C.

1

o
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Softbake Postbake Revelado

Espesor (um) Tiempo a Tiempo a Tiempo a Tiempo a Tiempo
65°C (min) | 95°C (min) 65°C (min) 95°C (min) (min)
25-40 0-3 5-6 1 5-6 4-5
45-80 0-3 6-9 1-2 6-7 5-7
85-110 5 10-20 2-5 8-10 7-10
115-150 5 20-30 5 10-12 10-15
160-225 7 30-45 5 12-15 15-17

Tabla 1: Tiempos de softbake, postbake y revelado para el SU-8 2000.

Por otro lado tenemos el PDMS que se trata del polimero organico basado en silicio mas

utilizado en la fabricacion de dispositivos microfluidicos para aplicaciones biomédicas. Entre las

ventajas que presenta destaca la sencillez en la fabricacién y su bajo coste. A continuacion

presentamos las propiedades que presenta este material:

- Transparencia. Esta propiedad permite el uso de sensores 6pticos y la visualizacién de
liquidos.

Biocompatible.

Quimicamente inerte. EI PDMS no reacciona ante la mayoria de reactivos. También
puede ser oxidado por exposicién al plasma, de forma que se puede atacar su
superficie.

Isotrépico y homogéneo con una buena estabilidad térmica.

Respetuoso con el medio ambiente e ignifugo.

Buena adhesion al silicio y vidrios.

Compatibilidad con otros materiales y procesos de fabricacion.

Elastico.

Con el PDMS se suele usar el moldeado , que consiste en realizar un molde con la geometria

deseada, normalmente en SU-8 mediante litografia tal y como hemos descrito anteriormente,

para posteriormente rellenarlo de PDMS. Tras un tratamiento térmico se retira el molde y se

obtiene la estructura PDMS, ya que existe baja adherencia entre ambos materiales. A esta

técnica se le denomina soft lithografy. Para explicar de forma sencilla este proceso
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planteamos la fabricacién de dos microcanales. En la figura 2 podemos ver los pasos a sequir.
El primer paso consiste en fabricar un molde en SU-8 mediante litografia tal y como hemos
comentado anteriormente. Para ello necesitamos un soporte donde depositar nuestro SU-8,
gque normalmente suele ser silicio, pero en la figura se observa un soporte de FR-4. En la figura
2 se observa que el SU-8, que sirve como molde para los microcanales no esta directamente
sobre el material FR-4 sino sobre una capa extra de SU-8 denominada capa semilla . Esta
capa suele ser importante en muchas aplicaciones para mejorar la adherencia al sustrato de
ciertas estructuras. Una vez que tenemos el molde en SU-8 necesitamos crear un recipiente
para verte el PDMS. Para ello se suele usar papel de aluminio con el que rodeamos nuestro

molde. Al mismo tiempo que se elabora el molde de SU-8 se puede ir preparando el PDMS.

1- Fabricacién del molde en SU-8

2- Creacldn reciplente

Papel de aluminio

. PDMS
. Cristal

3-Vertido del PDMS

4- Curado del PDMS en horno

5-Desmolde

6- Pegado a la base

Figura 2: Seccién transversal de dos microcanalesf  abricados mediante soft lithografy.
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El PDMS se compra en forma de dos productos: el polimero y el agente curante. La proporcion
de la mezcla hara que se cure mas o menos rapidamente segun interese, pero suele usarse
normalmente una relacion 10:1. Esta mezcla se debe introducir en una camara de vacio para
eliminar todas las burbujas que pueda contener. Tras verter el PDMS se realiza el curado en un
horno. Al finalizar el curado el PDMS se desmolda teniendo de esta forma los microcanales
grabados en el material. El Gltimo paso consistiria en pegarlo a una base, que podria ser de
diferentes materiales, dependiendo de la aplicacion. Para nuestro caso sera de interés pegar el

PDMS a un cristal a través del cual podamos observar el interior de los microcanales.

1.2.- Conceptos de Neurociencia

1.2.1- La transmisién sinaptica

Las sinapsis son conexiones entre células excitables del sistema nervioso (neuronas) o con
otras células como las musculares o células glandulares. La sinapsis se produce entre un par
de células, la presinaptica, y la postsinaptica. Al espacio entre estas dos células se le denomina
hendidura sinaptica. A la transmisidon de informacién  de una célula a otra se le denomina
transmision sinaptica. En las sinapsis quimicas la informacién que recorre el axén de una
neurona en forma de impulsos eléctricos se transforma en una sefal quimica que atraviesa la
hendidura sinaptica. Cuando esta sefial quimica llega a la membrana postsinaptica se vuelve a
convertir en una sefial eléctrica. La sustancia quimica que atraviesa la hendidura sinaptica se
denomina neurotransmisor, que es almacenado y liberado en unas vesiculas contenidas en la
célula presinaptica: las vesiculas sinapticas. En el hipocampo podemos encontrar basicamente
dos tipos de células, las células glutamatérgicas que liberan glutamato y las células
GABAérgicas, que liberaran GABA. Estas vesiculas se fusionardn con la membrana
presinaptica para liberar a los neurotransmisores en la hendidura sinaptica en un proceso

denominado exocitosis.

Las proteinas que recubren la membrana postsinaptica reciben el nombre de densidad
postsindptica. Aqui es donde se encuentran los receptores de neurotransmisor que convierten
la sefial quimica de la hendidura sinaptica en una sefial eléctrica dentro de la célula
postsinaptica. Por todo ello serd necesario que exista un mecanismo que sintetice y reponga el

neurotransmisor en las vesiculas sinapticas, otro mecanismo que libere el neurotransmisor de
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las vesiculas ante la llegada de un potencial de accién (sefial eléctrica que transmite la
informaciéon a través del sistema nervioso), un mecanismo para producir una respuesta
eléctrica ante la llegada del neurotransmisor en la célula postsinaptica y un mecanismo para
extraer al neurotransmisor de la hendidura sinaptica. La transmisién sinaptica requiere la
sintesis de los neurotransmisores y que éstos estén listos para su liberacion. Dependiendo del
neurotransmisor en concreto asi sera su sintesis. Una vez que los neurotransmisores han sido
sintetizados es necesario que sean captados por las vesiculas sinapticas. De esta mision se
encargan los transportadores, que son proteinas que se encuentran fijadas en la membrana de
la vesicula. La liberacion del neurotransmisor se debe a la llegada de la sefial denominada
potencial de accion. Esto produce la apertura de los canales de calcio regulados por voltaje.
Esto hace que aumente la concentracion interna de calcio debido a que en el interior celular la
concentracién es muy baja y en el exterior es mas alta. Esta sera la sefial que activa la
liberacién del neurotransmisor de las vesiculas. En el proceso de exocitosis la membrana de la
vesicula se une con la membrana presinaptica y permite que su contenido se vacie en la
hendidura sinaptica. En presencia de un calcio elevado las proteinas de la membrana
presinaptica y la membrana de la vesicula alteran su conformacion de forma que ambas se
unen formando un poro por el cual el neurotransmisor escapa. Este poro continla
expandiéndose hasta que la vesicula se funde totalmente con la membrana celular.
Posteriormente la membrana de la vesicula es recuperada mediante el proceso de endocitosis,
llenandose ésta de neurotransmisor y volviéndose a repetir el ciclo. En la figura 4 mostramos
un esquema de las etapas del ciclo de las vesiculas sinapticas. Los neurotransmisores
liberados en la hendidura sindptica se unen a proteinas receptoras que se encuentran fijadas
en la densidad postsinaptica. Esto provoca en las proteinas receptoras ciertos cambios
conformacionales pudiendo provocar la apertura de un poro. En ausencia de neurotransmisor
el poro se encuentra cerrado. Con el poro abierto podran circular iones a través de él (Na+)
cambiando de esta forma la diferencia de potencial existente entre el exterior de la célula y el
interior teniendo asi una sefial eléctrica en la célula postsinaptica. El potencial excitador

postsingptico (EPSP, Excitatory Postsynaptic Potential) es un incremento del potencial de
membrana postsinaptico (diferencia de potencial entre el interior y el exterior de la célula

postsinaptica) debido al flujo de iones positivos que se mueven hacia dentro de la célula
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postsinaptica. Al flujo de iones que causa un EPSP se le denomina corriente excitadora
postsinaptica (EPSC, Excitatory Postsynaptic Current). Los EPSPs son aditivos, es decir, el
efecto de muchos EPSPs simultaneos sobre la misma neurona pueden sumarse. Para que en
la célula postsinaptica se produzca una sefial eléctrica que se propague por toda la célula
(potencial de accion) es necesario alcanzar un cierto umbral de potencial. El potencial de
accion sera el encargado de activar nuevas liberaciones de neurotransmisor en las sinapsis
siguientes. Para poder alcanzar el umbral necesario para que se produzca un potencial de
accion es necesaria la liberaciéon de un minimo nimero de moléculas de neurotransmisor. La
liberacién de neurotransmisor desde la vesicula también se produce de forma espontanea sin
la necesidad de ser estimulada por un potencial de accién, produciéndose de esta forma
EPSPs espontaneos también llamados potenciales miniatura (MEPSPs) . Si en lugar de

considerar potenciales consideramos corrientes tendremos corrientes miniatura (mMEPSCs) .

Figura 3: La transmision sindptica. Tomado de Fisch  bach, 1992.
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Una vez que el neurotransmisor ha interaccionado con los receptores postsinapticos, debe ser
eliminado de la hendidura sinaptica. El principal mecanismo sera la recaptacion del
neurotransmisor mediante la accion de unas proteinas transportadoras que se encuentran en la
membrana presinaptica. Una vez que el neurotransmisor vuelve al interior de la célula
presinaptica éste puede ser eliminado o volver de nuevo al interior de una vesicula. Otras
formas mediante las cuales se puede eliminar el neurotransmisor de la hendidura son por mera
difusion fuera de ella o bien por eliminaciéon enzimatica en la hendidura. En general no existen
dos neurotransmisores que se unan al mismo receptor, pero si un neurotransmisor puede

unirse a muchos receptores distintos.
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Figura 4: Ciclo de las vesiculas sinapticas. Tomado de Fernandez Chacén y Siuidhof, 1999.

1.2.2.- Cultivos de neuronas primarios

Mediante un cultivo celular podemos mantener células vivas fuera de su entorno natural bajo
unas condiciones controladas. Este tipo de técnica es muy usada en el campo de la
neurociencia ya que permite disponer de un modelo neuronal que tiene la gran ventaja de ser
facilmente manipulable. Los cultivos neuronales primarios se obtienen a partir de neuronas de
organismos recién nacidos. Al extraer las neuronas se siembran en una placa donde creceran y
comenzaran a establecer conexiones sindpticas unas con otras. Este crecimiento se produce
de forma aleatoria llegando a tener circuitos neuronales que no mantienen la estructura que

podemos encontrar en un organismo Vvivo. Esto presenta una desventaja a la hora de estudiar
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circuitos neuronales concretos. Sin embargo, para otros estudios suele ser bastante comun su
uso. Para el estudio de conectividad en el cerebro se suelen usar rodajas de cerebro que si

mantienen la configuracién de la red neuronal.

Figura 5: Cultivo primario de neuronas de hipocampo de raton.

Otro de las desventajas es que hay que mantener las células en unas condiciones de
esterilidad idoneas para su crecimiento evitando que se produzcan contaminaciones.
Normalmente se suelen mantener en una incubadora a 37 °C y con 5% de CO,. Ademas es
necesario cambiar el medio donde se encuentran unas dos veces a la semana. En la figura 5
podemos ver un cultivo donde aparecen varias neuronas con sus correspondientes axones y
dendritas estableciendo contactos unas con otras. Debido a la gran heterogeneidad de
neuronas en el cerebro, para entender su funcionamiento los neurocientificos clasifican las
neuronas en distintos grupos. Podemos encontrarnos clasificaciones basadas en el nimero de
neuritas, segun la morfologia de las arborizaciones dendriticas como por ejemplo las neuronas
piramidales, basadas en las conexiones que realizan como son las neuronas sensoriales o las
neuronas motoras, las clasificaciones basadas en el neurotransmisor que liberan, como pueden
ser las neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas, e incluso podemos encontrar clasificaciones
dependiendo del tipo de actividad eléctrica que presentan, como pueden ser neuronas de

disparo rapido o disparo lento.

Hasta ahora solo hemos estado hablando de neuronas, pero en el cerebro existen otro tipo de
células denominadas células gliales como son los astrocitos y oligodendrocitos. Aln poco se
sabe de estas células, pero se ha demostrado que sirven de sostén a las neuronas, como por
ejemplo la eliminacion de tdxicos del sistema nervioso central por parte de los astrocitos o la
mielinizaciéon de axones neuronales por parte de los oligodendrocitos. Cada vez mas se esta

viendo que contribuyen de una forma mas importante al procesamiento de la informacion en el
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cerebro de lo que se consideraba hasta hace poco. Normalmente antes de sembrar las
neuronas en un cultivo, se suele sembrar una monocapa de astrocitos sobre la cual sembrar

las neuronas para asi aumentar el tiempo de vida del cultivo.

Mas adelante, en el apartado correspondiente se describe detalladamente un protocolo para la

realizacion de cultivos de neuronas.

1.2.3.- Imagen de fluorescencia

En la actualidad, la microscopia de fluorescencia es el método mas utilizado para el estudio de
muestras fijadas y especimenes vivos. La fluorescencia es un fenémeno molecular por el que
una sustancia que absorbe luz de una determinada longitud de onda emite fotones de mayor
longitud de onda (menor energia). Durante la fase de excitacion, el fluor6foro abandona su
estado energético basal y alcanza un estado excitado. La fluorescencia aparece cuando el
fluoréforo emite un fotén y alcanza nuevamente el estado energético basal, en cualquiera de
sus estados vibracionales. Esto nos proporciona un rango de fotones de diferentes energias
que genera un espectro de emisién de fluorescencia. Para capturar imagenes de fluorescencia
es necesario disponer de un microscopio de fluorescencia, una camara CCD y un sistema de
adquisicion de imagenes. El microscopio debe incorporar una fuente de luz como puede ser
una lampara de mercurio o de xen6n que nos dan una luz con un ancho espectro, ademas de
un juego de filtros, compuesto por un filtro de excitacién, un dicroico y un filtro de emision. Con
el filtro de excitacién seleccionamos la longitud de onda para excitar el fluor6foro y con el filtro
de emisién recogemos la luz emitida. El dicroico nos permite reflejar hacia la muestra las
longitudes de onda seleccionadas por el filtro de excitacién a la vez que transmite la luz de
mayor longitud de onda procedente de la emision de la preparacion. A menudo, las imagenes
fluorescentes se encuentran muy degradadas debido a la luz emitida o dispersada por
estructuras situadas fuera del plano de foco. La microscopia confocal es capaz de solventar
este problema eliminando la luz reflejada procedente de planos fuera de foco utilizando un
diafragma confocal denominado pinhole. La apertura del pinhole permite modificar la cantidad
de luz que incide en los fotomultiplicadores regulando el grosor del plano focal. En los
microscopios confocales no nos sirve las lamparas de fluorescencia, sino que tenemos que

recurrir al uso de laseres para que la luz pueda atravesar el pinhole.
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En el campo de la Biologia existen diferentes técnicas mediante las cuales es posible marcar
proteinas con fluoréforos para poder visualizarlas y cuantificarlas mediante imagen de
fluorescencia. Una de estas técnicas es la inmunofluorescencia que hace uso de anticuerpos
unidos quimicamente a una sustancia fluorescente para el marcaje de proteinas. Para ello es
necesario fijar los cultivos neuronales y permeabilizar la membrana celular para que los
anticuerpos puedan entrar. Tenemos que disponer de un anticuerpo primario que marque la
proteina de interés y de un anticuerpo secundario que incorpore un fluoréforo que se una al
anticuerpo primario. La finalidad de este sistema es conocer las caracteristicas de las proteinas
de interés como son su presencia 0 ausencia, localizacion, nivel de expresién indicado por la
intensidad de la sefial de fluorescencia o colocalizacion con otras proteinas. La limitacion de
esta técnica es la incapacidad de realizar experimentos funcionales mientras las células estén

vivas ya que es necesario fijarlas.

Para realizar experimentos funcionales en cultivos neuronales existen distintas técnicas que
permiten marcar con moléculas fluorescentes proteinas, compartimentos celulares o incluso
iones que se encuentran en las células como puede ser el i6n ca®. Aprovechando la
capacidad infectiva de los virus, una de estas técnicas consiste en utilizar virus modificados
genéticamente para internalizar ADN en las células de interés. Los virus son capaces de
acceder al medio celular y liberar su ADN en el interior. Este ADN se introduce en el nlcleo de
la célula y se acopla al ADN propio de la célula, para asi, con esta nueva informacion poder
producir nuevas proteinas que estén ahi codificadas. La GFP o Green Fluorescent Protein es
una proteina producida por la medusa Aequorea Victoria que emite fluorescencia en la zona
verde del espectro visible cuando es excitado con luz azul. El gen, o cédigo ADN que codifica
esta proteina estd aislado, tratandose de una herramienta muy importante para la Biologia. Tan
importante ha sido que en 2008 Martin Chalfie, Osamu Shimomura y Roger Tsien recibieron el
Premio Nobel por su descubrimiento y desarrollo. Mediante vectores virales (en Biologia
Molecular un vector es un trozo de ADN que codifica varias proteinas) es posible generar virus
modificados genéticamente que contengan el gen de la GFP de forma que cuando una célula
es infectada con este virus, adoptara su material genético pudiendo producir GFP. Con estas
técnicas también podemos estudiar el funcionamiento de las sinapsis de diferentes formas. Una

de ellas es mediante la monitorizacién del calcio sinaptico, ya que éste es el responsable de
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producir la fusién de vesiculas en el terminal sinaptico para la liberacién de neurotransmisor.
Para ello podemos usar un indicador de calcio codificado genéticamente denominado
syGCaMP3. GCaMP3 es un indicador de calcio modificado genéticamente de nueva aparicion
y esta formado por la fusion de GFP, la calmodulina, que es una proteina que cambia su
conformacion con la presencia de calcio y M13 que es un péptido sintético. Para mas
informacion véase Tin y col. 2009. Estos cambios conformacionales se producen de tal forma
que al incrementarse la concentracion de calcio la GFP emite fluorescencia, y al disminuir deja
de emitir fluorescencia. Si GCaMP3 lo unimos a una proteina sinaptica denominada
sinaptofisina (syGCaMP3) conseguimos que GCaMP3 se exprese junto a esta proteina en los

terminales sinapticos para asi poder observar el calcio presente.

Por otro lado, todas las proteinas fluorescentes presentan cierta sensibilidad al pH del medio
en el que se encuentran, debido al efecto producido por los protones sobre la estructura del
fluoréforo. Esta sensibilidad afecta a la longitud de onda de excitaciéon y produce pequefias
variaciones en la emision de fluorescencia, variaciones apenas perceptibles en el rango de
valores de pH en los que nos movemos en condiciones fisioldgicas. La sensibilidad al pH de la
GFP es una consecuencia de la protonacion o desprotonacion de ciertos aminoacidos
importantes que forman parte de la estructura central del fluor6foro. Unas condiciones &cidas
tienden a apagar la fluorescencia de estas GFPs sensibles a pH. Existen varias proteinas
denominadas pHluorinas derivadas de la GFP que presentan mutaciones que aumentan
claramente la sensibilidad al pH dentro del rango de pHs fisioldgicos. Las sondas fluorescentes
genéticamente codificadas sensibles al pH se convierten en herramientas tremendamente
Utiles cuando son fusionadas a proteinas o a motivos proteicos especificos de ciertos organulos
celulares. De este modo, estas proteinas de fusion permiten medir el pH de diferentes
ambientes celulares. Si fusionamos las pHluorinas a la proteina de las vesiculas sinapticas
sinaptobrevina2 podemos disponer de una herramienta para monitorizar la exocitosis y
endocitosis de vesiculas sinapticas (véase Sankaranarayanan y col.,, 2000). A esta
herramienta se le denomina sinaptopHluorina y aprovecha el hecho de que el pH interno de
las vesiculas es acido, con valores en torno a 5.5, mientras que el pH extracelular es neutro,
con valores cercanos a 7.4. En la proteina de fusion sinaptopHluorina, el dominio

correspondiente a la pHluorina se sitla en la parte interna de la vesicula sinaptica, de modo

20



Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

que se exponen a un rapido aumento en el valor del pH durante la exocitosis de las vesiculas
sinpticas. Mediante la sobre-expresién de la sinaptopHluorina en neuronas de hipocampo en
cultivo ha sido posible investigar la dinamica de la exocitosis y el reciclaje de las vesiculas
sinapticas, profundizando en aspectos como el papel del calcio en la endocitosis o la cinética

de reacidificacion de las vesiculas sinapticas.

Endocitosls

Potenclal
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Figura 6: Funcionamiento de la sinaptopHIluorina. To mado de Sankaranarayanan y col., 2000.

En la figura 6 se muestra un esquema con el funcionamiento de la sinaptopHluorina. En estado
de reposo las vesiculas se encuentran internalizadas y la pHluorina se encuentra apagada
puesto que esta expuesta a un pH de 5.5. Al llegar potenciales de accién al terminal sinaptico
las vesiculas sinapticas se fusionan con la membrana plasmatica liberando el neurotransmisor
y exponiendo la pHIluorina a un pH de 7.4 consiguiendo un incremento de fluorescencia. Tras la
endocitosis de las vesiculas se produce una reacidificacion del compartimento gracias a las
bombas de protones, consiguiendo apagar la sinaptopHluorina. Una variante a la
sinaptopHluorina es el denominado Vglut-pHluorin o Vglut-pH (véase Balaji y Ryan, 2007), que
tiene un funcionamiento similar, con la Unica variacién de que esta fusionado a Vglut en lugar
de sinaptobrevina2. Vglut es una proteina de las vesiculas sinapticas que se encarga de

transportar el glutamato dentro de ellas.

1.3.- Tecnologia y Neurociencia: vision histérica

A lo largo de la historia los avances cientificos han ido ligado al desarrollo tecnolégico

pudiéndose numerar distintos hitos histéricos donde nos podemos encontrar esta situacion.
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Centrandonos en el campo de la neurociencia, por ejemplo a finales del siglo XIX Ramén y
Cajal establecié las bases de la neurociencia moderna con ayuda de la microscopia éptica. En
1963, Alan Hodgkin y Andrew Huxley recibieron el Premio Nobel por su descubrimiento sobre
los mecanismos ionicos relacionados con la excitacién e inhibicién en las porciones periféricas
y centrales de la membrana de las células nerviosas. Sus trabajos con el axén gigante de
calamar pusieron de manifiesto la actividad eléctrica del sistema nervioso. Es de destacar
también la concesion del Premio Nobel a Erwin Neher y Bert Sakmann en 1991 por sus
trabajos sobre la funcién de los canales i6nicos Unicos en células, y que fue posible gracias al
desarrollo de la técnica de patch-clamp desarrollada por ellos mismos y que mediante la cual
se consiguieron registrar por primera vez corrientes a través de los canales ionicos de las
células, véase Hamill OP y col.,, 1981. Hoy en dia podemos encontrar instrumentacion de
patch-clamp en la mayoria de los laboratorios de electrofisiologia. Relacionado con el registro
de actividad eléctrica en neuronas también podemos destacar los MEAs (Microelectrode
Arrays) que podemos considerar MEMS consistentes en una matriz de microlectrodos que
sirven de interfaz entre neuronas y un circuito electrénico para el registro de actividad
extracelular tanto in vitro como in vivo, permitiendo estudiar conectividad de circuitos

neuronales en rodajas de cerebro.

En cuanto a la microscopia, en los Ultimos afios se han desarrollado distintas técnicas de
microscopia de fluorescencia que rompen la barrera de difraccion, una limitacion impuesta por
el fenébmeno de la difraccion de la luz que no nos permite tener resoluciones espaciales mas
alld de aproximadamente A/(2NA), siendo A la longitud de onda de la luz y NA la apertura
numeérica del objetivo. En la practica esta barrera se sitla en torno a unos 200 nm. Entre estas
técnicas podemos mencionar el STED (Stimulated Emission Depletion), propuesta por Stefan
Hell, actualmente en el Max Planck Institute for Biophysical Chemistry de Alemania y que
basicamente consiste en depletar mediante emision estimulada el borde del rayo de excitacién
para asi poder alcanzar la superresolucion, véase Hell y col., 1994. Es en los ultimos afios
cuando estan empezando a aparecer publicaciones con este tipo de tecnologia. EI STORM
(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) es otra técnica de superresolucion que ha
aparecido recientemente y que ha sido desarrollada por la profesora Xiaowei Zhuang en la

Universidad de Harvard. Esta basada en la reconstruccion de posiciones de moléculas Unicas
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marcadas con fluorescencia e identificadas estocasticamente, véase Rust y col. 2006,
consiguiendo también visualizar estructuras por debajo de la barrera de la difraccion, como por

ejemplo las sinapsis en el sistema nervioso.

En la primera década del siglo XXI ha aparecido un nuevo campo relacionado con la
neurociencia denominado optogenética, y que ha sido puesto a punto en el laboratorio de Karl
Deisseroth del departamento de bioingenieria de la Universidad de Stanford. Consiste en la
integracion de la optica y la genética para controlar la actividad de circuitos neuronales
mediante luz en la escala de milisegundos. Mediante técnicas de biologia molecular es posible
conseguir que las neuronas expresen dos tipos de proteinas, la channelrhodopsin presente en
algas verdes y que funciona como canal ionico activado por luz azul (470 nm) y la
halorhodopsin presente en bacterias y que funciona como bomba de cloruro activada por luz
ambar (617 nm). Cuando la luz incide sobre estas proteinas, se produce un trasvase de iones
entre el interior y el exterior de la célula de forma que el efecto de la channelrhodopsin es
despolarizar la neurona facilitando la generacién de potenciales de accién en la célula. El papel
de la halorhodopsin es hiperpolarizar la neurona, justamente lo contrario a la channelrhodopsin,
lo que dificulta la generacién de potenciales de accién, véase Zhang y col.,, 2007. La
optogenética representa una técnica mucho menos invasiva para la estimulacién de redes
neuronales que las existentes hasta el momento, como podian ser la estimulacion eléctrica o

farmacoldgica.
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2.-Objetivos

En los Ultimos afios han aparecido varios trabajos multidisciplinares consistentes en la
fabricacion de dispositivos microfluidicos con aplicacion en el campo de la neurobiologia. En
2003 aparece un articulo de la Universidad de California, Taylor AM y col. 2003, donde se
describe y caracteriza la fabricacion de un dispositivo para cultivos neuronales con diversos
compartimentos basado en tecnologia MEMS, y que puede ser usado en numerosas
aplicaciones para investigacion en neurociencia. Este dispositivo esta compuesto por cuatro
pocillos que estdn conectados por dos canales principales. En la figura 7 podemos ver un
esquema de este dispositivo donde se observa que cada uno de estos canales, que es lugar
donde se deben situar cada una de estas poblaciones neuronales (A y B), conectan dos
pocillos y ademas, estos dos canales principales estan conectados mediante microcanales a
través de los cuales los axones y dendritas de las neuronas de un compartimento creceran
para establecer contactos sinapticos con las del otro. Los cuatro pocillos circulares sirven para
proporcionar acceso para introducir las neuronas y rellenar con el medio adecuado para
conseguir el crecimiento neuronal. La parte de arriba de la figura 7 muestra como seria el

dispositivo en PDMS obtenido mediante soft lithografy a partir del molde en SU-8.

neurons B

neurons A

Figura 7: Esquema de la plataforma microfluidica. L a figura de abajo corresponde al molde SU-8 formado por
cuatro cilindros y dos canales principales que cone ctan dos cilindros. En estos dos canales principale s
deberan asentarse las dos poblaciones de neuronas ( Ay B) que ademés estan conectados entre si mediant e
microcanales por donde deben crecen axones y dendri tas. La figura de arriba muestra el dispositivo fin al en
PDMS obtenido mediante soft lithografy. Aqui vemos que los cilindros se convierten en poc illos, necesarios
para poder manipular el cultivo. Tomado de Taylor AM y col., 2010 .
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En la figura 8 se muestra el crecimiento de axones y dendritas a través de los microcanales
usando imagen de fluorescencia, véase Taylor AM y col, 2010. En un dispositivo de estas
caracteristicas sembrado con neuronas y con dimensiones 900 ym x 7.5 ym x 3 um, las
neuronas de la izquierda fueron infectadas con el virus GFP-Sindbis y las neuronas de la
derecha con RFP-Sindbis, lo que demuestra la posibilidad de manipular genéticamente ambas
poblaciones independientemente. En estas camaras los axones pueden crecer mas alla de las
900 um de largo mientras que las dendritas se extienden menos de 450 um. De esta forma se
pueden identificar regiones de contacto entre axones (terminal presinaptico) y dendritas

(terminal postsinaptico), véase Taylor AM y col, 2010.

GEE RFP

Figura 8: Imagen de fluorescencia de un cultivo de neuronas en el dispositivo microfluidico infectado con los
virus GFP- y RFP-Sindbis. Podemos observar el creci  miento de axones y dendritas a través de microcanal  es.
Barra de escala 150 um. Tomado de Taylor AM y col.,,  2010.

Para comprobar si realmente se forman contactos sinapticos dentro de los microcanales se
pueden realizar inmunofluorescencia para comprobar y visualizar la posicion de las sinapsis. El
punteado presinaptico se puede determinar usando un anticuerpo anti-bassoon, una proteina
presinaptica, y para detectar dendritas se puede usar un anticuerpo anti-MAP2 (Microtubule-

associated protein 2) que marca la célula completamente. La figura 9 pone de manifiesto la

formacion de sinapsis en los microcanales ya que vemos MAP2 en verde (dendritas), basoon
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en rojo (terminal presinaptico) y la colocalizacion de ambos marcadores (se observa basoon
alrededor de la dendrita). Ademas, los axones que se encuentran en zonas donde no hay

dendritas no muestran el punteado de basoon (flechas blancas).

Este tipo de dispositivo tiene multitud de aplicaciones en neurociencia. En 2005 aparece un
articulo del mismo grupo en Nature Methods, Taylor AM y col. 2005 donde usan este
dispositivo microfluidico para aislar axones sin somas ni dendritas facilitando de esta forma el
analisis bioquimico de fracciones axonales puras. También proponen esta plataforma
microfluidica para modelar dafio y regeneracion de axones del Sistema Nervioso Central.
Recientemente se ha publicado otro articulo donde usan el mismo disefio para sembrar
distintos tipos celulares en cada compartimento y poder realizar un tratamiento farmacoldgico

independiente, véase Zhang Y y col., 2012.

MAP2

BSN

Figura 9: Inmunofluorescencia marcando Basoon (term inal presinaptico) y MAP2 (dendritas). Se observa | a
formacién de sinapsis dentro de los microcanales. B arras de escala: 21 ym para las figuras de la izqu ierday 3
pum para las figuras de la derecha. Tomado de Taylor ~ AM y col., 2010.

Como hemos visto la fabricacién de dispositivos microfluidicos para la investigacion en
neurociencia es una tendencia relativamente nueva y que tiene una amplia proyeccién futura.
En este proyecto se pretende fabricar una plataforma microfluidica basada en tecnologia
MEMS de similares caracteristicas con la que estudiar las conexiones sinapticas entre dos
poblaciones de neuronas independientes mediante el registro de imagenes de fluorescencia

usando syGCaMP3 y pHluorinas . Aparte de fomentar la colaboracion interdisciplinar dentro de

la Universidad, los objetivos especificos que se plantean en este proyecto son:
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a.- Puesta a punto de un sistema para el estudio de sinapsis en cultivos primarios de neuronas

mediante imagen de fluorescencia usando syGCaMP3 y pHluorinas .

b.- Fabricacidn y puesta a punto del dispositivo microfluidico  basado en tecnologia MEMS
para la interconexion de poblaciones de neuronas independientes usando la tecnologia

disponible en el laboratorio.

c.- Puesta a punto de cultivos neuronales dentro de la plataforma microfluidica.
Comprobacion de su viabilidad y el crecimiento axonal dentro de los microcanales a diferentes

edades de cultivo.

d.- Puesta a punto de la infeccion con virus GFP  de cultivos neuronales dentro del dispositivo

microfluidico y captura de imagenes de fluorescencia
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3.- Plataforma microfluidica

En este apartado se describe el disefio de la plataforma microfluidica, asi como el protocolo

seguido para su fabricacién y los resultados obtenidos.

3.1.- Disefio

El disefio que se propone en este proyecto es similar al descrito en los trabajos mencionados
en el apartado anterior. En la figura 10 mostramos las dimensiones que se han elegido para
nuestro disefio. Cada pocillo tiene un radio de 3.5 mm y estan conectados por dos canales
principales de 7 mm de largo y 2 mm de ancho. La separacion de los canales principales es de
900 um que corresponde al largo de los microcanales que conectan ambos canales principales.
Ademas en la figura podemos ver una zona ampliada de los microcanales. Se realizaron
distintos disefios con diferentes anchuras de canal en las mascaras que contienen los
microcanales: 150 pm, 100 pm, 80 pum, 50 pm, 40 um y 30 um. Ademas, debido a que estos
dispositivos iran montados en cubreobjetos de cristal de 30 mm apropiados para hacer imagen

en un microscopio invertido, se han disefiado para que tengan un didametro de 25 mm.

Anchura del canal
(diferentes disefios)

25 mm

7 mm

Figura 10: Dimensiones del dispositivo microfluidic 0.

Los esquemas mostrados en la figura 10 corresponden a las mascaras que se usaran en el
proceso de fabricacidon, una para los pocillos y canales principales y la otra para los

microcanales. Esta mascara corresponde al disefio realizado en L-edit, un software que se
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utiliza para disefiar layouts de circuitos integrados y que es Util también para el disefio de
mascaras en microsistemas. La mascara final sera el inverso del que se muestra aqui. Ademas
se observa que la méascara de los microcanales solapa con los canales principales (cuadro
rojo) llegando a una longitud total de 5 mm. En teoria hubiera bastado con microcanales de 900
pum, justo el largo que queremos, pero en la practica errores de alineacion en las mascaras
pueden llegar a ocasionar que algunos microcanales no conecten los extremos. Por ello, se ha
optado por la opcién mas conservadora, ya que el hecho de tener canales mas largos no

perjudica al disefio.

Por otro lado, en la figura 11 se muestra el proceso que se ha seguido para fabricar el molde
en SU-8. Se ha optado por un disefio multilayer, es decir, se depositan todas las capas de SU-
8 necesarias y solo se revela una sola vez. Sobre la placa PCB con sus correspondientes
marcas de alineacidon (en el siguiente apartado de fabricacidon se explica como se realizan) se
deposita el SU-8 para crear en primer lugar una capa semilla. Se decide incorporar esta capa
para aumentar la adherencia de las capas posteriores. Sobre esta capa semilla se realiza una
nueva deposicion de SU-8, que servira para crear los microcanales, que deberan tener una
altura de unas 10 um. Para ello se hara uso de la mascara que contiene los microcanales. Sin
realizar el revelado afiadimos una nueva deposicion de SU-8 que nos servira para crear los dos
canales principales y los cuatro depésitos. Es necesario realizar distintas deposiciones debido
a que estos compartimentos tendran una altura distinta a los microcanales (aproximadamente
150 um). A partir del paso 9 de la figura 11 se muestran dos cortes transversales del disefio
correspondientes a la exposicion con la mascara que contiene los canales principales y
depdsitos. Uno de ellos pasa justamente por el centro de la mascara por lo que en ese corte no
se polarizara el SU-8. El otro corte que se muestra pasa por uno de los canales principales,

donde la luz ultravioleta pasa a través de la mascara y por tanto polarizara al SU-8.

Hasta aqui hemos explicado el disefio que se ha elegido para fabricar el molde en SU-8. Para
fabricar el dispositivo final en PDMS se sigue el proceso explicado en la introduccién. Por
ultimo el PDMS se debe pegar a un cristal a través del cual poder visualizar el interior de los
compartimentos. Existen dos formas de pegado del PDMS al cristal, pegado reversible y
pegado irreversible, que se describiran en el siguiente apartado, donde se detallan todos los

aspectos de fabricacion.
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SU-8 sin polimerizar Acetato
1-Limpleza de PCB con marcas de alineaciéon
. 5U-8 polimerizado . Mascara
N 2 | Lzuv

2- Deposicién de SU-8
8-Deposicion de 5U-8

YYVY v vy AV VvV b b vy
I

Byvvy v vvvvy

3- Exposicién capasemilla

4- Capa semilla

9- Exp con ma: q tiene pocillos y canales principales. A- Corte | que pasa porel centro de la mascara.
B- Corte transversal que pasa por uno de los canales principales

e

5- Deposicién de SU-8

10- Resultado tras la exposicién. A- Corte transversal que pasa justamente por el centro de la mascara. B- Corte transversal que pasa por

uno de los canales principales
10 pm
10 pm

7-Microcanales 11- lado. A- Corte | que pasa | por el centro de la méscara. B- Corte transversal que pasa por uno de los canales
principales

6- Exposicién con mascara con microcanales

Figura 11: Cortes transversales del disefio del mold e SU-8.

3.2.- Fabricacion

Lo primero que debemos realizar es la fabricacion de nuestras mascaras que nos serviran para
el proceso de fotolitografia. Se necesitan realizar e imprimir tres mascaras: la primera necesaria
para crear unas marcas de alineacion que nos servird para alinear el molde con todas las
mascaras, la segunda para crear los microcanales y la tercera para crear los cuatro pocillos y
los dos canales principales que conectan los pocillos y microcanales. En la figura 12 podemos
ver las marcas de alineacion, los microcanales, los canales principales y los pocillos durante el

disefio en L-edit.

Puesto que vamos a usar una oblea de placa PCB de 10 cm de didmetro donde fabricaremos
nuestros dispositivos, el disefio mostrado en la figura 12 lo podemos repetir para asi obtener en
el mismo proceso de fabricacién varios de ellos. El maximo de dispositivos que caben en una
oblea de 10 cm de diametro son 9. Finalmente, en las figuras 13, 14 y 15 mostramos tres
fotografias correspondientes a las tres mascaras impresas que se han usado durante el

proceso de fabricacion. Estas mascaras (a excepcion de la mascara con las marcas de
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alineacion) son el negativo del disefio realizado en L-edit. Se observa que las mascaras de los
microcanales y la de los pocillos también contienen las mismas marcas de alineacion (inversas
a la mascara con marcas de alineacion) que seran muy Utiles en el proceso de fotolitografia

para la alineacion en la insoladora y posterior exposicion a la luz ultravioleta.

B LEdit- (Cell6_ Unidas) - (=Dl
File Edit View Drw el Setup Tools Window. Help
NEEHS $ BE A &L [aileves MN-A 1= 4 (619000, -1680.000) RIOIGD AT N~ [Defat e N e

BASBENBEBmak |PUEB AT BE

T HH
LLLLELIRTLEL]

lection: Instance of cell 'ali # Mode: Drawing

Figura 12: Disefio de las mascaras mediante el softw  are L-edit.

Figura 13: Fotografia de la mascara con las marcas  de alineacion.
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Figura 14: Fotografia de la mascara con los microca  nales.

Figura 15: Fotografia de la méscara con los pocillo sy canales principales.
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A continuacion describimos los pasos que se realizaron para la fabricacion del molde en SU-8.
En primer lugar se cortaron varias obleas circulares de 10 cm de didmetro  a partir de una
placa PCB, que normalmente se usan para circuitos impresos, y que nosotros la vamos a
utilizar como base de nuestro molde en SU-8. Tras la deposicién del SU-8 sobre la placa PCB
la superficie es mas irregular debido a las irregularidades que presenta el material del que esta
compuesto la placa PCB, lo que sera un problema afiadido, sobre todo cuando queramos
obtener dimensiones menores. Tal y como hemos comentado, la placa PCB esta compuesta
por un material soporte, denominado FR4, encima del cual tenemos la capa de cobre sobre la
cual tenemos otra capa de fotorresina. El siguiente paso es limpiar la placa con acetona vy
quitar la pegatina protectora . Justamente debajo encontramos la capa de fotorresina.
Usando la insoladora con la mascara que contiene la s marcas de alineacion exponemos

la placa con luz ultravioleta cuatro veces (diez segundos cada vez) con intervalos de descanso
de al menos diez segundos entre cada vez. Después revelamos la fotorresina usando el
revelador de placa PCB. En este caso la zona expuesta a la luz ultravioleta es la que se
elimina. A continuacion realizamos el ataque acido , que consiste en sumergir la placa en una
mezcla de agua, agua oxigenada y agua fuerte en una proporcion 2:1:1 respectivamente para
eliminar el cobre. Por Ultimo limpiamos con acetona la fotorresina que no habia sido
expuesta a la luz ultravioleta. Una vez que se ha llegado a este punto disponemos de la base
con sus correspondientes marcas de alineacion, necesarias para la colocacion de las

siguientes mascaras.

Realizadas las marcas de alineacion se procede a la fabricacion del molde en SU-8 . En
primer lugar vamos a crear una capa semilla de SU-8 que nos servird de soporte para el resto
del molde. Para ello configuramos el spin coater a 1500 revoluciones por minuto vy
depositamos SU-8 2005 puesto que queremos una capa semilla en torno a unas 10-15 um de
altura. Tras este paso realizamos un softbake de 3 minutos a 65 °C y 12 minutos a 95 °C

usando el hotplate. A continuacién enfriamos y exponemos al ultravioleta durante 40 s. Este
paso es necesario para mantener la capa semilla. Cuando el SU-8 se expone al ultravioleta
éste se mantiene tras el revelado, es decir el SU-8 se polimeriza gracias a la luz UV. Tras este
paso realizamos un post-exposure bake de 3 minutos a 65 °C y de 7 minutos a 95 °C vy

enfriamos.
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Una vez realizada la capa semilla procedemos a levantar la capa de la que se obtendran los
microcanales . Para ello seguimos el mismo protocolo que hemos usado para levantar la capa
semilla, es decir, deposicién, softbake, exposicion y post-exposure bake. Puesto que queremos
la misma altura que para la capa semilla usamos el spin coater a 1500 revoluciones por
minuto y SU-8 2005 . El softbake que hacemos también es el mismo, 3 minutos a 65 °C y 12
minutos a 95 °C . Lo siguiente es enfriar y exponer en la insoladora usando la mascara que
contiene los microcanales. En este caso la exposicion fue de 3 veces de 10 segundos con
intervalos de descanso de 30 segundos . A continuacion, al igual que para la capa semilla es
necesario realizar un post-exposure bake de 3 minutos a 65 °C y de 7 minutos a 95 °C vy

enfriar.

Puesto que vamos a realizar un disefio multilayer, no revelamos en este punto y por tanto lo
que hacemos es depositar la siguiente capa, en nuestro caso la que formara los depésitos y los
canales que sirven para comunicarlos. Para una altura de 150 um depositamos en el spin
coater a 1500 revoluciones por minuto y usando SU-8 2050 . Para esta capa el softbake
tendra una duracién mayor: 5 minutos a 65 °C y 45 minutos a 95 °C . Tras enfriar exponemos
con la mascara que contiene los depdsitos y los can ales que sirven para comunicarlos

Esta exposiciébn con ultravioleta consiste en 4 pulsos de 10 segundos con intervalos de
descanso de 40 segundos. Posteriormente se realiza el correspondiente post-exposure bake,

en este caso de 3 minutos a 65 °C y 15 minutos a 95 °C, dejando enfriar la placa al final.

Una vez depositadas todas las capas de nuestro disefio se procede a eliminar el SU-8 que no
ha sido expuesto al ultravioleta . Para ello sumergimos nuestra placa en el revelador SU-8

MRV600 durante aproximadamente 5 minutos.

A partir del molde es sencillo obtener las camaras de microfluidica para el crecimiento
neuronal. Primero hay que preparar el PDMS y para ello lo mezclamos con el agente de
curado en un recipiente en proporcién 10:1 respectivamente y removemos con una varilla
durante varios minutos. Para medir las cantidades necesarias de material hacemos uso de la
balanza de precision. Después hay que eliminar las burbujas que pueda contener el material
introduciendo la mezcla en un recipiente hermético conectado a una bomba para hacer vacio

durante unos 45 minutos aproximadamente. Una vez que se han eliminado las burbujas
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completamente recubrimos con papel de plata el borde  del molde formando un recipiente,
donde se vierte el PDMS . Antes de verter, lo ideal es limpiar el molde con isopropanol
dejandolo secar en el hotplate unos minutos. Por Gltimo curamos en el horno a 80 °C durante

45 minutos y desmoldamos en caliente . Lo ideal es realizar el desmolde en la direccién que
ofrezca menos resistencia con los microcanales ya que son bastante delicados debido a sus

pequefias dimensiones.

Preparacion oblea de soporte Cortar obleas PCB de 10 cm de diametro

Limpiar con acetona

Quitar pegatina protectora

Insolar con mascara con marcas de alineacién (4
veces de 10 s con intervalos de descanso de al menos
10 s)

Revelar fotorresina con revelador de placa PCB

Ataque acido (2 agua, 1 agua oxigenada, 1 agua
fuerte) para eliminar el cobre

Limpiamos con acetona para eliminar restos de
fotorresina

Capa semilla Deposicién SU-8 2005 1500 revoluciones

Softbake 3 mina 65°Cy 12 mina 95 °C

Enfriamos

Exposicién (40 s)

Post-exposure bake 3 min a 65°Cy 7 min a 95 °C

Enfriamos

Capa microcanales Deposicién SU-8 2005 1500 revoluciones

Softbake 3 mina 65°C y 12 min a 95 °C

Enfriamos

Exposicién (3 veces de 10 s con intervalos de
descanso de 30s)

Post-exposure bake 3 min a 65°Cy 7 min a 95 °C

Enfriamos

Capa depositos Deposicién SU-8 2050 1500 revoluciones

Softbake 5 min a 65 °C y 45 min a 95 °C

Enfriamos

Exposicién (4 veces de 10 s con intervalos de
descanso de 40s)

Post-exposure bake 3 min a 65°C y 15 min a 95 °C

Enfriamos

Revelado Revelamos SU-8 que no ha sido expuesto

Fabricacion camaras Mezclamos PDMS y agente curado (proporcion 10:1
respectivamente)

Eliminamos burbujas en vacio durante 45 min

Limpiamos molde con isopropanol

Vertemos mezcla sobre molde SU-8

Curamos en el horno a 80 °C durante 45 min

Desmoldamos en caliente

Tabla 2: Protocolo de fabricacién del dispositivo.

Una vez que se ha desmoldado el PDMS se procede a cortar mediante un bisturi o cualquier

elemente cortante cada uno de los dispositivos. Ademas es necesario atravesar mediante un

35




Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

punzon circular cada uno de los cuatro pocillos de cada dispositivo para asi poder tener acceso
a los canales principales y microcanales. El siguiente paso consiste en la unién del
cubreobjetos de cristal (Mikroskopische Deckgléaser, ref. 01 117 004) y el PDMS, que puede ser
realizado mediante una unién reversible o irreversible, dependiendo de la aplicacién. Es muy
importante que el PDMS esté muy limpio y para ello se hace uso de una pistola de aire a
presion para eliminar cualquier resto de material o polvo. La unién reversible consiste
simplemente en colocar el dispositivo PDMS sobre el cubreobjetos tratado, presionando
suavemente para conseguir el sellado, ya que dada la naturaleza del PDMS se adhiere
facilmente a una superficie cristalina si esta estd muy limpia. Hay que tener cuidado de no
presionar excesivamente en la region cercana a los microcanales puestos que estos pueden
guedar bloqueados. Esta union se suele usar cuando se quiere realizar una inmunocitoquimica
0 no se requiere de un horno de plasma, teniendo el inconveniente de que no se consigue un
perfecto sellado, con lo que pueden presentarse fugas de liquido. En la union irreversible se
introduce el cubreobjetos y el dispositivo PDMS con los microcanales hacia abajo en un horno
de plasma (Harrick Plasma). Con el horno de plasma se consigue romper los enlaces
covalentes del cristal y el PDMS mientras se aplica el plasma. El proceso que se llevd a cabo
consistio en aplicar en primer lugar un vacio en la cadmara del horno. Cuando la presion cae por
debajo de los 3 mbar se activa el plasma durante 40 segundos. Después de este tiempo se
elimina el vacio de la camara e inmediatamente se sacan del horno y se coloca el PDMS sobre
el cubreobjetos. Por Ultimo se dejan durante 1 hora a 80 °C para facilitar que se establezcan los

enlaces covalentes y asi mejorar el sellado.

3.3.- Resultados

En total se fabricaron tres moldes variando distintos aspectos del disefio. Tal y como hemos
comentado, cada oblea PCB contiene 9 dispositivos por lo que se probaron distintos anchos de
canal en cada una de ellas. La primera oblea se disefi6 con tres anchos de canal distintos: 3
dispositivos de 150 um , 3 dispositivos de 100 pum vy otros 3 dispositivos de 80 um . La
longitud de canal que se imprimi6é en la mascara fue de 900 um, exactamente la longitud que
buscamos. Debido a que los microcanales tenian la misma longitud que la separacion de los
dos canales principales, errores en la alineacion produjeron que muchos de estos microcanales

no conectaran los dos extremos. La soluciébn a esto consisti6 en crear mascaras con una
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longitud de microcanal mayor (5 mm), para asi evitar que los errores de alineacion produjeran

la inconexion de los extremos de los canales principales.

Para el segundo molde que se fabricé se us6 estd mascara con microcanales de 5 mm de

longitud y las mismas anchuras de microcanal que el primer molde. En este caso se decidi6
probar si la inclusién de la capa semilla en el disefio era necesaria. Al realizar la fabricacion del
molde sin capa semilla los microcanales se encuentran directamente sobre el sustrato FR-4.
Tras la fabricacién se observaron al microscopio bastantes microcanales rotos, probablemente
por la escasa adherencia del SU-8 al FR-4, debido a la reducida superficie de estos
microcanales. En la figura 16 se observan varias fotografias del primer molde realizado, donde

se comprueba que los anchos de microcanal son correctos.

: ME)Id_e con microcanales de 100 u

Figura 16: Imagenes del molde en SU-8 para comproba  cion de la anchura de los canales.

Por dltimo se realizé una tercera oblea , afiadiendo capa semilla y usando una mascara con
microcanales con anchuras de 30 um, 40 um y 50 um y longitud 5 mm . En la figura 17
podemos ver una foto de este molde con sus 9 dispositivos donde incluso se pueden observar

los microcanales. Ademas se aprecian las marcas de alineacion de cobre de la placa PCB.

En la figura 18 tenemos el resultado final, un dispositivo microfluidico en PDMS montado sobre
un cubreobjetos de cristal mediante una union irreversible usando el horno de plasma. Al

desmoldar el PDMS del molde se obtiene una plancha con los 9 dispositivos y tal y como
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hemos comentado, cortando el PDMS con un bisturi obtenemos cada uno de los dispositivos.
Se observan también los cuatro orificios del PDMS correspondientes a los cuatro pocillos, que

se consiguen atravesando el PDMS con un punzén circular y que se realiza previamente a la

union al cristal.

Figura 17: Molde en SU-8.

Figura 18: Union irreversible entre PDMS y cubreobj  etos.
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4.- Estudio de la sinapsis en cultivo de neuronas ¢ on imagen de
fluorescencia

En este apartado se va a describir el protocolo que se sigue para realizar un cultivo de
neuronas. Ademas describiremos los componentes de un set-up de imagen para el estudio de
sinapsis en cultivos neuronales mediante syGCaMP3 y pHluorinas. Por Ultimo se mostraran los

resultados obtenidos.

4.1.- Materiales y métodos

4.1.1.- Preparacion de los cubreobjetos

Para los cultivos neuronales se usan cubreobjetos de 25 mm de diametro. Antes de sembrar
células en ellos es necesario que estén totalmente limpios y estériles. Para ello se sumergieron
en un vaso de precipitados con acido nitrico durante una noche. Después es necesario lavarlos
muy bien con agua destilada varias veces y pasarlos a un vaso limpio con etanol absoluto

donde se pueden dejar hasta el dia que se vaya a realizar el cultivo.

El dia del cultivo, y trabajando en una campana para evitar contaminaciones, los cubreobjetos
se enjuagaron en una placa de vidrio con agua de cultivo y posteriormente se depositaron en
placas de 6 pocillos donde se dejan que se sequen. Se prepard una alicuota en proporcion
3:1:1 compuesta por 600 ul de &cido acético a 17 mM (Sigma, A-6283), 200 ul de colageno
(Collaborative Biomedical Products, 354236) y 200 ul de Poli-D-Lisina (Sigma, P6407) para
cubrir la superficie de los cubreobjetos utilizando un bastoncillo. Finalmente es necesario dejar
las placas secandose en la campana durante al menos 3 horas. También se pueden dejar toda
la noche en la campana y después esterilizar con luz ultravioleta durante 20 minutos. Una vez

secados los cubreobjetos se lavan con agua de cultivo.

Pre-tratamiento Tratamiento en acido nitrico

Lavado con agua destilada

Almacenamos en etanol absoluto

Tratamiento el dia del cultivo Pasamos a placa de vidrio con agua de cultivo

Pasamos a placas de 6 pocillos donde dejamos que se
sequen

Tratamiento con acido acético a 17mM, colageno y
Poli-D-lisina (proporcion 3:1:1).

Secado durante al menos 3 h

Lavado con agua de cultivo

Tabla 3: Tratamiento de los cubreobjetos.

39




Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

4.1.2.- Cultivo de astrocitos

El protocolo llevado a cabo es el que se utiliza en el laboratorio del Prof. Rafael Fernandez-
Chacén en el Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS) y realizados con la ayuda de M2 Carmen
Rivero Mena, técnico de laboratorio. Los cultivos estdn compuestos en primer lugar por una
monocapa de astrocitos sobre la que se siembran las neuronas. Por ello, en primer lugar se
comienza describiendo el protocolo que se llevé a cabo para realizar el cultivo de astrocitos

Primero se debe preparar 3 ml de solucién enzimatica, ver tabla 4, burbujearla con carbégeno
durante 10-20 minutos y calentar a 37 °C en el bafio. Después debemos esterilizar por filtracion

y mantener en el bafio a 37 °C hasta su uso.

Solucién enzimatica

Compuesto Cantidad Referencia
DMEN (Dulbecco’s Minimum 10 ml Gibco, 11971-025
Essential Medium)
Cisteina 2 mg Sigma, C7755
CaCl, 100 mM 0.1 ml Fluka, 21110
EDTA 50 mM 0.1 ml Fluka, 03677
Papaina 20-25 unidades/ml Worthington, 3126

Tabla 4: Solucién enzimatica.

Medio de astrocitos

Compuesto Cantidad Referencia
DMEN (Dulbecco’s Minimum 180 ml PAA, E15-843
Essential Medium)
Suero fetal bovino 20 ml Hyclone, CH30160.03
Penicilina/Estreptomicina 1mi Gibco, 15140-122

Tabla 5: Medio de astrocitos.

Se sacrificaron 2 ratas recién nacidas (P0-P1) por cultivo a las que se extrajo el hipocampo.
Tras el sacrificio cada encéfalo se deposité en una placa de petri de 5 cm de diametro que
contenia aproximadamente 5 ml de Hank’s Balanced Salt Solution 1x (HBSS) a 4 °C. Con el
bisturi se realizd un corte coronal para escindir el cerebelo y el tronco cerebral del cerebro, y
posteriormente un segundo corte para quitar los bulbos olfatorios del cerebro. Con unas pinzas
finas se quitaron las meninges y por ultimo se dividioé el cerebro en dos hemisferios mediante
un corte sagital. Posteriormente, con las pinzas, se extrajo de cada hemisferio el hipocampo

correspondiente.

40




Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

Los cuatro hipocampos (dos por cada rata) se depositaron en un tubo cénico de 15 ml con 3 mi
de solucién enzimética donde se incubaron 45 minutos a 37 °C en el bafio con agitacion. Tras
la digestion enzimatica se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos. Se deseché el
sobrenadante y se afiadieron 2 ml de solucién inactivante, ver tabla 6, durante 5 minutos para
detener la reaccion de la papaina. Se volvid a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos, se

desecho el sobrenadante, y se resuspendio el pellet en 1 ml de medio de astrocitos, ver tabla 5.

Solucién inactivante

Compuesto Cantidad Referencia
Albumina 25 mg Sigma, A4503
Inhibidor de tripsina 25 mg Sigma, 79253
Medio de neuronas 10 ml

Filtrado y almacenado a -20 °C

Tabla 6: Solucién inactivante.

El pellet resuspendido se pas6 a un tubo eppendorf, y con una micropipeta, se realizé una
digestion mecanica hasta disgregar el tejido completamento (se realizaron 3 o0 4 pasos
consecutivos de disgregacion del tejido). El contenido se paso a un frasco de Roux de 75 mm?
(Nunc, 156499) y se rellend de medio hasta completar 15 ml. Se dejo en la incubadora a 37 °C
y 5 % de CO, durante 5 dias. Conforme el frasco se fue acercando a la confluencia, se realiz6
un pase 1:1, con la idea de purificar el cultivo de astrocitos. Este se mantuvo en la incubadora
en las mismas condiciones de CO, y temperatura hasta alcanzar la confluencia (4 dias

aproximadamente).

El siguiente paso consistid en cultivar los astrocitos sobre los cubreobjetos de 25 mm de
diametro, en placas de 6 pocillos para constituir monocapas sobre las que sembrar las
neuronas. Cada pocillo se llené con 2 ml de medio de astrocitos, y se sembré6 con unas 80.000
células/pocillo. Los astrocitos se dejaron crecer durante 4-5 dias hasta que se encontraron
proximos a la confluencia y en ese momento se aplico el tratamiento antimitético con el fin de

detener su crecimiento (ver tabla 7).

Stock FU DR
Compuesto Cantidad Referencia
5-Fluoro-2'-Deoxyuridina 25 mg Sigma, F0503
Uridina 62.5 mg Sigma, U3003
DMEN 12.5 ml

Filtrado y almacenado a -20 °C

Tabla 7: Stock FUDR.
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Se afiadieron 40 pl/pocillo y se dej6é actuar el agente antimitético durante 24 horas como

minimo. A partir de ese momento las placas estuvieron preparadas para sembrar neuronas.

4.1.3.- Cultivo de neuronas

El protocolo seguido para el cultivo de neuronas se asemeja en gran medida al de astrocitos,
diferenciandose casi exclusivamente en el medio utilizado para el mantenimiento del cultivo. En
este caso las neuronas son de ratdn y para la extraccion del hipocampo los pasos fueron

exactamente igual que para el cultivo de astrocitos.

Medio de neuronas

Compuesto Cantidad Referencia
Neurobasal-A 192 ml Gibco, 10888-022
Suplemento B27 50x 4 ml Gibco, 17504-044
GlutaMAX stock 200mM 100x 2ml Gibco, 35050-038
Penicilina/estreptomicina 1mi Gibco, 15140-122

Tabla 8: Medio para cultivo de neuronas.

Los hipocampos se introdujeron en un tubo de 15 ml con 1.5 ml de solucién enzimatica con
papaina (para dos hipocampos de un ratén). Se mantuvieron en el bafio a 37 °C, con una
agitacion suave durante 45 minutos. Pasado este tiempo se centrifugaron a 1000 rpm durante 5
minutos, se deseché el sobrenadante y se resuspendié cada pellet en 500 pl de medio de
neuronas (ver tabla 8). El contenido del tubo se pas6 a un tubo eppendorf, para ser sometido a
una digestion mecanica. Esta digestion mecénica, al igual que en caso de los astrocitos, se
realiz6 con una micropipeta hasta disgregar el tejido completamente, utilizando en este caso

medio de neuronas (se realizaron 3 0 4 pasos consecutivos de disgregacion del tejido).

Una vez disgregadas las células, se cuentan en un hematocitometro. Utilizando las placas de
astrocitos con el agente antimitético ya afiadido, se quitdé el medio de astrocitos y a cada pocillo
se le afadieron 2 ml de medio de neuronas. Este paso se realiza 2-3 horas antes de sembrar

las neuronas, para que el medio se acondicione. Se sembraron 45.000 células/pocillo.

Por ultimo, las placas se introducen en la incubadora en las condiciones estandar de 37 °C de
temperatura y 5% de CO,. Cada 3-4 dias se va renovando al menos ¥ del medio de neuronas
en cada pocillo. Por dltimo, en caso de que se requiera alguna infeccién con virus, esto suele

hacerse a partir del segundo dia de la realizacion del cultivo.
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4.1.4.- Set-up de imagen

Para el registro de imagen de fluorescencia de cultivos neuronales es necesario disponer de
una infraestructura apropiada. Esta infraestructura se muestra en la figura 19, donde en la
imagen de la izquierda podemos ver un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U dentro
de una jaula de Faraday y montado sobre una mesa antivibratoria de Newport. Al microscopio
se encuentra conectada una camara CCD de 12 bits (PCO Sensicam QE). En la imagen de la
derecha de la figura 19 podemos ver que en el rack se encuentran el ordenador para la
adquisicion de imagen, el shutter (Uniblitz Model VCM-D1), que controla los tiempos de
exposicién en cada ciclo de adquisicion y el estimulador eléctrico (A-M Systems Model 2100)
para estimular mediante corriente la red neuronal. También en el rack aparece en la parte
superior un amplificador de patch-clamp (Heka EPC10), que para el caso que nos ocupa se
puede usar como tarjeta de adquisicion de datos para sincronizar la adquisicion de imagenes
con la estimulacién eléctrica. En cuanto al juego de filtros, para el registro de la GFP se usa un

filtro de excitacion a 488 nm (luz azul) y un filtro de emisién a 512 nm (luz verde).

Objetivo

fluorescencia

Mesa antivibratoria

Figura 19: Set-up de imagen.
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Para la estimulacion con fluorescencia se usa una lampara de mercurio (Ushio 103D) que esta
ubicada en la parte trasera del set-up. Ademas, en la jaula podemos ver un sistema de jeringas
que sirve para la perfusion, ya que hay que mantener las células vivas fuera de su entorno el
mayor tiempo posible, puesto que para la realizacion de los experimentos se deben sacar de la
incubadora los cubreobjetos con las neuronas sembradas y montarlos en una camara especial
para su registro (véase figura 20). Para mantener las células vivas fuera de su entorno el mayor
tiempo posible se utiliza este sistema de perfusion donde las neuronas son bafiadas con un
medio de registro a una velocidad de 1ml/min aproximadamente. En la figura 20 podemos ver
las vias de entrada y salida de esta camara, asi como el cable que nos sirve para poder
realizar estimulaciones eléctricas en los cultivos neuronales. Se dispone de un sistema de
perfusion que consta de varias jeringas para poder realizar diferentes tratamientos
farmacoldgicos dependiendo del estudio. La solucion de perfusion que se ha usado en los
experimentos es la siguiente: 119 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 2 mM de CaCl,, 2 mM de
MgCl,, 25 mM de HEPES, 30 mM de glucosa y el pH de la solucién ajustado a 7.4 con NaOH.
Todos los experimentos se han realizado a temperatura ambiente, aunque también cabe la
posibilidad de realizarlos a temperatura fisioldgica de 37 °C mediante camaras de registro
apropiadas conectadas a un controlador de temperatura. En la parte de la derecha de la figura

20 podemos observar como se ensambla el cristal con neuronas en la camara para su registro.

- Clamp Screw

B @ ~ side Clamp

Cable de
estimulacion Via de salida

Via adicional

Heating
— Element
Camara

Stage
Adapter -

\k Conexion a estimulador

Via de entrada

Figura 20: A. Camara para registro de imagen con es timulacion eléctrica modelo RC-21BRFS de  Warner
Instruments. B- Camara completa con ensamblaje a los cubreobje  tos. Tomado de Warner Instruments.
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4.2.- Resultados

4.2.1.- Monitorizacién del calcio sinaptico usando syGCaMP3

En la figura 21 podemos ver imagenes de un cultivo de neuronas de 18 DIV (dias in vitro)
expresando syGCaMP3 (infectado a 6 DIV) en los instantes t=0 y t=6 de una secuencia de
imagenes adquiridas a 5 imagenes/s. Al aplicar un estimulo eléctrico (pulsos cuadrados
bifasicos de 10 mA de amplitud y 5 ms de anchura a una frecuencia de 10 Hz durante 4s) el
calcio sinaptico entra en el terminal uniéndose a nuestra proteina fluorescente y emitiendo
fluorescencia. Este calcio entra al terminal a través de canales de calcio presentes en la
membrana celular que son dependientes de voltaje. Al cesar el estimulo el calcio se retira del
terminal sinaptico gracias a bombas que expulsan el calcio, reduciéndose asi la sefial de
fluorescencia. La sefial de trazo azul representa la fluorescencia de un terminal sinaptico

marcado con una flecha azul en la zona ampliada, representada por el cuadro amarillo.

85

Fluorescence (a.u.)

80

75

70

—

Electrical Pulses 10 Hz 4 s

1 1 1 1 i

6SCI 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (s)

Figura 21: Imagenes de un cultivo de neuronas expre sando syGCaMP3 en los instantes t=0 y t=6 de una
secuencia de imagenes. Al aplicar un estimulo eléct rico el calcio sinaptico entra en el terminal emiti endo
fluorescencia. Al cesar el estimulo el calcio se re tira del terminal sinaptico y se reduce la sefial de
fluorescencia. La sefial de trazo azul representa el curso temporal de fluorescencia del terminal sinap tico
marcado con una flecha azul en la zona ampliadarep  resentada por el cuadro amarillo.

45



Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

4.2.2.- Monitorizacion de la exo- endocitosis de ve siculas sinapticas
usando Vglut-pH

En la figura 22 podemos observar una serie de imagenes en distintos instantes de tiempos de
un cultivo de neuronas de 18 DIV infectado con Vglut-pH (infeccion a los 5 DIV). Al aplicar un
estimulo eléctrico (pulsos cuadrados bifasicos de 10 mA de amplitud y 5 ms de anchura a una
frecuencia de 10 Hz durante 10 s) se produce un incremento en la fluorescencia debido a la
fusion de vesiculas sinapticas con la membrana celular, ya que el Vglut-pH se expone a un pH
de 7.4. Al cesar el estimulo, la fluorescencia comienza a decrecer debido al proceso de
endocitosis. Las vesiculas se endocitan y se reacidifican, exponiendo el Vglut-pH a un pH
acido, consiguiendo que el apagado de la fluorescencia. En el margen inferior izquierdo de la

figura 22 podemos ver la evolucién temporal media del conjunto de sinapsis detectadas en la

secuencia de imagenes.

#F Normalized
AF Normalized

aF Normalized
aF Normalized

0 50 100 50 .: 25%um 99.80 S

Time (s} e o ¥ Time (s) K -

Figura 22: Secuencia de imagenes de un cultivo de n  euronas expresando Vglut-pH. Se observa que durante la
fase del estimulo eléctrico la fluorescencia aument  a (entre los instantes 10 y 20 s). Al cesar el esti mulo la
fluorescencia comienza a decrecer.
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En la figura 23 se tiene el margen superior derecho de la figura 22 ampliado, que contiene las
sinapsis que han sido cuantificadas. Se considerd una sinapsis cada conjunto de pixeles que
supera tres veces la desviacion estandar de ruido del nivel basal (nivel de fluorescencia previo
al estimulo) durante la estimulacion y ademas tiene unas dimensiones entre 1 y 10 micras
cuadradas. El punteado que aparece en rojo cumple estas condiciones. El punteado que
aparece en blanco corresponde a zonas que superan tres veces el nivel basal de fluorescencia
cuando se estimula, pero las dimensiones son menor de una micra cuadrada o mayor que 10
micras cuadradas. En la esquina inferior izquierda se observa de nuevo la cinética de
exocitosis y endocitosis media de la secuencia de imagenes (correspondiente al punteado en
rojo). El nivel que se representa es AF normalizado, es decir el incremento de fluorescencia

normalizado. Para la cuantificacién de estas secuencias de imagenes se ha desarrollado un

plugin en Java para ImageJ.

AF Noermalized

Figura 23: Cuantificacién de las sinapsis en una se  cuencia de imagenes. Se considerd sinapsis aquello que
super6 3 veces la desviacion estandar de ruido de |  a fluorescencia basal y tuviera unas dimensiones en trely
10 um? (punteado marcado en rojo). El punteado blanco cor  responde a zonas que supera el umbral de 3 @ pero
las dimensiones caen fuera del rango establecido. E  n la esquina inferior izquierda se observa la evolu  ci6n
temporal media de las sinapsis (punteado rojo).
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5.- Siembra de neuronas en la plataforma microfluid  ica

5.1- Métodos

Hasta este momento se han visto por separado el proceso de fabricacion del dispositivo
microflluidico y la realizacion de cultivos neuronales para su estudio mediante imagen de
fluorescencia, por lo que el siguiente paso consistira en la siembra de neuronas dentro del
dispositivo microfluidico. En este caso, por simplicidad solamente se sembrardn neuronas, sin
realizar la siembra a priori de la monocapa de astrocitos. Tal y como hemos comentado, el
primer paso en un cultivo de neuronas es el tratamiento de los cubreobjetos. Los dispositivos
microfluidicos seran pegados en cubreobjetos de 30 mm de didmetro y distinguiremos dos
casos: el pegado reversible y el irreversible. Como el caso reversible simplemente consiste en
pegar el dispositivo PDMS sobre el cubreobjetos, el tratamiento previo a realizar es el mismo
gue para los cultivos previamente descritos. En el caso de la union irreversible la mezcla con
Poli-D-lisina se afiade a los reservorios posteriormente. Si el medio no rellena los canales
completamente, se puede usar una pipeta para forzar que la solucién entre por los canales
retirando e inyectando el medio varias veces. Después es necesario colocar el dispositivo en
una incubadora a 37 °C durante toda la noche. Posteriormente se retira la solucion con Poli-D-
Lisina y se lava con agua de cultivo varias veces. Con el dispositivo lleno de agua lo dejamos
durante 2 horas en la incubadora a 37 °C donde se pueden dejar durante 2 o 3 dias hasta su
uso. Para el caso irreversible puede ser interesante introducir el dispositivo en una camara de
vacio durante 2-3 minutos para eliminar el aire que pudiera haber dentro de los canales y

microcanales, para asi poder rellenar mejor con los distintos liquidos.

Introducimos cubreobjetos (sin tratar) y dispositivo PDMS en horno de plasma 1-2 min
Colocar PDMS sobre cubreobjetos

Afiadir mezcla con Poli-D-lisina, coldgeno y acético

Colocar en incubadora a 37 °C toda la noche

Retirar mezcla

Lavar con agua de cultivo varias veces

Colocar dispositivo en incubadora lleno de agua a 37 °C durante 2 h

Enjuagar

Tabla 9: Resumen de la unién irreversible.

Para ambos casos, pegado reversible e irreversible, antes de cultivar las neuronas, llenamos

los dispositivos con medio de cultivo de neuronas. Los dispositivos deben ser incubados con

48



Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

medio de cultivo de neuronas durante al menos 3 horas antes de cultivar las células. Tras
obtener las neuronas disgregadas en un tubo eppendorf siguiendo el protocolo descrito
anteriormente pasamos a contar las células en un hematocitbmetro, ya que necesitamos
preparar un medio con neuronas de hipocampo en suspension con una concentracion

aproximada de 3- 10° células/ml.

Una vez que tenemos las células en suspensidn a la concentracion deseada tomamos nuestros
dispositivos de la incubadora y aspiramos el medio que contienen en los reservorios, pero con
el cuidado de no aspirar el medio que se encuentra en los canales principales que
interconectan los reservorios. Inmediatamente se afiade 20 pl de células en suspension en uno
de los cuatro reservorios. Hay que tener cuidado de afadir las células cerca del canal para que
asi penetren bien mediante capilaridad. Tras esto colocamos los dispositivos dentro de la
incubadora durante al menos 10 minutos para permitir que las células difundan completamente
por los canales y que se adhieran a la superficie. El Ultimo paso consiste en afiadir medio de
neuronas a todos los reservorios y colocar los dispositivos en la incubadora a 37 °C y 5 % de
CO,. Hay que revisar todos los dias los niveles de medio debido a la evaporacion y afiadir en

caso de que sea necesario.

5.2- Resultados

En la figura 24 se observan cuatro imagenes de neuronas penetrando dentro de un canal de
150 um. Con ella se comprueba la viabilidad de los cultivos de neuronas dentro de nuestro
dispositivo microfluidico a 6 DIV. En los dispositivos con esta anchura de canal no se consiguié
aislar los dos compartimentos tal y como se pretende. En un instante posterior a la siembra de
neuronas, se observo la ruta que seguian las células y se pudo comprobar que gran cantidad
de ellas pasaban a través de los microcanales. Muestra de ello se aprecia en la figura 25,
donde podemos observar una neurona dentro de un microcanal, Por ello, se decidi6 realizar

obleas con menores anchuras de microcanal.

Por otro lado, en la figura 26 se observa como la unién reversible no funciona del todo bien, ya

que en algunos casos las proyecciones de las neuronas crecen bajo el PDMS.
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Figura 24: Canal 150 um. Cultivo 6 DIV. Crecimiento  del axén en el canal.

Figura 25: Neurona dentro de un microcanal de 150 0= m.

Figura 26: Crecimiento axonal bajo el PDMS.
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En la figura 27 podemos ver un dispositivo con microcanales de 30 um con una unién
reversible pegada perfectamente. Se observa a 7 DIV como las neuronas crecieron en el canal
principal estableciendo contactos sinapticos para formar una red. Ademas podemos ver el

crecimiento de axones y/o dendritas dentro del microcanal.

Canal principal

Microcanal

Crecimiento axonal
dentro del microcanal

Figura 27: Pegado reversible. Cultivo 7 DIV. Objeti  vo 20X.

Una vez comprobada la viabilidad de las células, a continuaciéon se muestran imagenes de otro
dispositivo con neuronas a 7 DIV e infectado con un virus GFP. En la parte izquierda de la
figura 28 vemos una imagen tomada en campo claro, y a la derecha la misma imagen pero
tomada con fluorescencia. La infeccion se realizdé a los 2 DIV del cultivo por lo que nos
encontramos a 5 DIV tras la infeccién. Con este tiempo la expresion de GFP alin no es maxima
(lo normal es esperar 9 DIV tras la infeccién), pero aun asi, es posible ver fluorescencia a unos
niveles aceptables. En este caso también podemos ver el crecimiento de una neurona dentro
del microcanal. Un hecho notable en estas imagenes es que en fluorescencia solo podemos
ver tres neuronas, mientras que en campo claro observamos muchas mas. Esto es debido a

gue la propia construccion viral solamente ataca a ciertas neuronas.
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Imagen en campo claro Imagen de fluorescencia

Microcanal 30 um

Figura 28: Pegado reversible. Cultivo 7 DIV. Infecc  i6n 5 DIV. Objetivo 20X.

En la figura 29 se muestra una zona de otro dispositivo a 11 DIV. Se observan dos
microcanales, uno de ellos con una neurona dentro y en el otro podemos observar axones
mediante fluorescencia. Comparando ambas imagenes se aprecia en este caso que el pegado

no ha funcionado perfectamente en la zona cercana al canal principal.

Figura 29: Pegado reversible. Cultivo 11 DIV. Infec  cién 9 DIV. Objetivo 20X.

Por Ultimo en la figura 30 se muestra un dispositivo pegado al cristal mediante unién
irreversible usando el horno de plasma. En los experimentos que se hicieron no se
consiguieron observar neuronas dentro de los dispositivos. Tal y como se ha visto, el
tratamiento del cristal es mas complejo en este caso al tener que hacerlo con la plataforma de
PDMS pegada. Una posible explicacién de que no se vean neuronas puede ser que el cristal
no haya quedado impregnado con la mezcla de Poli-D-lisina, probablemente porque se haya
lavado en un paso posterior. Al no tener Poli-D-Lisina, las células no se quedan pegadas al

cristal lo que se quedan en suspension impidiendo su correcto crecimiento.
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Figura 30: Pegado irreversible usando horno de plas  ma. Cultivo 7 DIV. No se ven neuronas, probablement e por
el lavado de la Poli-D-Lisina. Objetivo 20X.
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6.- Conclusiones

En este proyecto se ha desarrollado una plataforma microfluidica para la interconexién
mediante sinapsis de dos poblaciones neuronales distintas y ademas se han puesto a punto la
instrumentacion y las condiciones para el estudio funcional con imagen de fluorescencia de
neuronas cultivadas usando virus modificados genéticamente. Se ha conseguido mantener in
vitro cultivos neuronales sembrados en nuestros dispositivos mas alla de dos semanas.
Ademas se ha conseguido manipular nuestro sistema mediante infecciones virales, poniendo
de manifiesto la capacidad de poder estudiar las sinapsis mediante imagen de fluorescencia en

los dispositivos microfluidicos.

Por otro lado, existen ciertos aspectos en los que hay que mejorar. Uno de ellos es la reduccion
de los anchos de canal para poder aislar completamente las dos poblaciones neuronales. Para
los canales de 30 um el aislamiento entre los dos compartimentos no funcioné al cien por cien,
ya que durante el proceso de siembra algunas neuronas entraron por los canales, aunque en
mucha menor medida que para canales de mayor anchura. Para conseguir esto, solo seria
necesario disponer de mascaras con microcanales con anchura menor a 10 um, por lo que no
presentaria mayor problema. Otro de los aspectos a mejorar es el del pegado entre el PDMS y
los cubreobjetos de cristal. Se ha comprobado que el pegado reversible funciona, pero no es
una técnica que funcione en todos los casos. Para ello, se ha presentado también el pegado
irreversible usando un horno de plasma. Con el sellado irreversible, el PDMS se pega al cristal
practicamente en el cien por cien de los casos, pero aparece el problema de que es mas
complicado llevar a cabo el protocolo de siembra de neuronas dentro de los dispositivos, sobre

todo en lo que se refiere al tratamiento previo de los cristales.
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7.- Direcciones futuras

Tal y como hemos comentado, el principal problema que nos hemos encontrado durante la
realizacion de este proyecto es que no se ha conseguido aislar completamente las dos
poblaciones neuronales debido a la anchura de los canales. Una direccion futura inmediata
consistiria en realizar mascaras con anchura de canal por debajo de las 10 um. Ademas, tal y
como hemos visto, para el estudio de neuronas es muy Util realizar estimulos eléctricos, por lo
que entre los trabajos futuros se encuentra la posibilidad de acoplar un sistema de estimulacion
eléctrica a la plataforma microfluidica ya sea de forma global para estimular la red completa o

de forma local, para estimular ciertas zonas concretas.

En este trabajo se ha presentado un disefio simple de separacién de dos poblaciones
neuronales, por lo que otra posible tendencia futura podria ser el disefio de otras estructuras
que permitiesen estudiar distintas configuraciones de red, en la que pudiera haber mas de dos

poblaciones neuronales, dependiendo del estudio que se quisiera realizar.

Por otro lado, la idea de utilizar sistemas microfluidicos para estudios en neurociencia es una
técnica que ha aparecido en los Ultimos afios, llegando a ser un campo aun en desarrollo si lo
consideramos en combinacién con otras tecnologias de reciente aparicién. En el capitulo de
introduccién se han descrito un compendio de disciplinas que representa la vanguardia
tecnoldgica en el campo de la neurociencia a dia de hoy. Su desarrollo y mejora marcaran los
nuevos conocimientos en el campo y las nuevas tendencias en los proximos afios. Por ejemplo,
una de las tendencias actuales para el estudio de conectividad de los circuitos neuronales en
rodajas de cerebro es el uso de la optogenética junto con el registro de actividad eléctrica
mediante patch-clamp. Mediante técnicas de biologia molecular es posible expresar la
channelrhodopsin solamente en una subpoblacién neuronal concreta. Al estimular con luz, sélo
ser& esta subpoblacion de neuronas la que se activara de forma que al registrar sobre otro tipo
celular o area del cerebro es posible conocer si la neurona que registramos recibe contactos
sinapticos de la subpoblacion que expresa channelrhodopsin. Con el dispositivo que se ha
desarrollado en este proyecto es posible estudiar las conexiones sinapticas entre dos
poblaciones de neuronas distintas. En este caso, la distincion de poblaciones neuronales se

hace imponiendo barreras fisicas y no mediante la genética. Una posible tendencia de futuro en

55



Plataforma microfluidica para el estudio con imagen de fluorescencia de poblaciones neuronales interco nectadas mediante sinapsis 2012

el estudio de circuitos neuronales, y que dependera de los avances en MEMS/NEMS, podria
ser la generacién de configuraciones de redes neuronales especificas, ya sean artificiales o
copiando redes ya conocidas en el cerebro, mediante circuitos micro- y/o nanofluidicos. Incluso

especulando un poco mas alla, podriamos considerar configuraciones de red a nivel celular.

Los MEMS vy los NEMS estan teniendo un papel cada vez mas importante, con multitud de
aplicaciones en diversos campos. La miniaturizacién de dispositivos en la escala de las micras
ha llegado también a la rama de la éptica. Estos dispositivos se denominan MOEMS (Micro-
Opto-Electro Mechanical Systems). En relacién con esto, otra posible tendencia seria la
generacion de MOEMS que estimulasen o inhibiesen neuronas individualmente mediante
optogenética para poder estudiar configuraciones de red especificas. A esto, se podrian afadir
micro- o nanoelectrodos de registro de forma que pudiéramos conocer la actividad eléctrica de
cada neurona en cada momento. Todo esto nos daria un control y conocimiento mucho mas
fino sobre el circuito. Si ademas consideramos la imagen de superresolucién podriamos
conocer finamente el comportamiento funcional de las sinapsis (ya que podemos distinguir el
terminal presinaptico del postsinaptico expresando proteinas fluorescentes) dentro del contexto

de un circuito neuronal especifico disefiado previamente.
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