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Resumo

Nos dias que correm, as sondas neuronais sao amplamente utilizadas na area da neurociéncia
para estudar o comportamento e mapeamento cerebral bem como desmistificar a origem de doencas
associadas ao foro neurologico. O aperfeicoamento de novos métodos de fabrico das sondas neuronais
e a investigacdo de novos materiais tem como objetivo procurar a melhor forma de inserir implantes
neuronais provocando o minimo impacto possivel no cérebro e extraindo o maximo de informacao.

A optogenética é uma técnica que combina a capacidade de leitura elétrica dos neurdnios nas
sondas neuronais com otica e genética. A genética é usada para inserir proteinas nos neuronios
(denominadas de gpsinas) e torna-los sensiveis a luz num determinado comprimento de onda. As sondas
neuronais para utilizacdo em optogenética devem ser capazes de aplicar luz aos neuronios
(estimulador/inibidor, dependendo da opsina e comprimento de onda da luz), ao mesmo tempo que
fazem a leitura elétrica dos sinais neuronais. As sondas neuronais para utilizacdo em optogenética sdo
denominadas de optrodes.

O objetivo principal desta dissertacao é o desenvolvimento de um optrode em substrato de silicio
para estimulacao/leitura cerebral profunda. O optrode tera varios (-elétrodos (pontos de leitura) e um
M-LED com o intuito de realizar a estimulagdo/inibicao dos neurdnios através da emissao de luz num
determinado comprimento de onda. As técnicas de fabrico utilizadas para o fabrico do optrode foram a
litografia (para padronizacao dos U-elétrodos, pistas e contactos), a deposicao de filmes-finos por
deposicao fisica de vapor (para formar os p-elétrodos, pistas e contactos) e o corte com lamina para
definir a geometria do optrode.

O optrode foi caracterizado realizando testes a nivel da mecanica, ética, eletroquimica e resisténcia
as condicoes da aplicacao. A caraterizacao mecanica do optrode foi realizada medindo a forca aquando
da sua insercao/desinsercao em gelatina agar-agar e cérebro de vitelo cadaver. A caracterizacdo otica
foi realizada medindo a curva de emissao e a intensidade de luz do P-LED acoplado no optrode. A
caracterizacao eletroquimica foi conseguida através de espectroscopia de impedéncia dos p-elétrodos,
utilizando a sua impedancia a 1 kHz (frequéncia a qual os neurdnios interagem) como referéncia. A
resisténcia as condicdes da aplicacdo foi testada submetendo o optrode a condicdes adversas e
comparaveis com as do cérebro, realizando testes de espetroscopia de impedancia aos u-elétrodos ao

longo do tempo.






Abstract

Nowadays, neural probes are widely used in the field of neuroscience to study brain behaviour and
mapping as well as to demystify the origin of neurological diseases. The improvement of neural probes
through new manufacture methods and the investigation of new materials aims to reduce the impact of
probe’s insertion in the brain and extracting the maximum of information.

Optogenetics is a technigue that combines the neurons electrical recording in neural probes with
optics and genetics. Genetics are used to insert proteins into neurons (called opsins) and make them
sensitive to light at a given wavelength. Neural probes for use in optogenetics should be able to deliver
light to neurons (stimulator/inhibitor, depending on opsin and light wavelength), while recording the
neurons electrical signal. Neural probes for use in optogenetics are called optrodes.

The main objective of this dissertation is to develop an optrode in silicon substrate for deep brain
stimulation/recording. The optrode will have several p-electrodes (recording points) and a p-LED in order
to stimulate/inhibit the neurons through the emission of light at a given wavelength. The manufacturing
techniques used for optrode fabrication were lithography (for patterning of p-electrodes, connection lines
and contacts), deposition of thin films by physical vapour deposition (to form p-electrodes, connection
lines and contacts) and dicing cut to define the optrode geometry.

The optrode was characterized by performing tests in mechanics, optics, electrochemistry and
resistance to application conditions. The mechanical characterization of the optrode was performed by
measuring the force upon insertion/removal into gelatine agar agar and calf brain cadaver. The optical
characterization was performed by measuring the light intensity of the p-LED coupled to the optrode.
Electrochemical characterization was achieved by impedance spectroscopy of p-electrodes, using their
impedance at 1 kHz (frequency at which neurons interact) as a reference. Resistance to application
conditions was tested by subjecting the optrode to adverse conditions comparable to those of the brain,

performing impedance spectroscopy tests on p-electrodes over time.
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1. Introducao

No presente capitulo sera apresentado um conceito introdutério de sondas neuronais e
optogenética, o propdsito desta dissertacdo bem como as motivacdes adjacentes ao fabrico do optrode.

Serao ainda mencionados 0s objetivos a atingir e a organizacao estrutural do documento.

1.1.Sondas neuronais

O cérebro é um 6rgao em constante investigacao devido a falta de conhecimento e mistério
envolvente em torno do seu funcionamento. As doencas neuronais emergem como sendo um dos pontos
que despertam maior curiosidade em compreender a sua origem bem como a necessidade de encontrar
solucdes menos invasivas para a sua descoberta/tratamento.

No tratamento de doencas neuronais é importante identificar qual o aglomerado de células que
contribui para um determinado comportamento/acao para que, numa instancia seguinte, se possa
inibir/excitar esse mesmo grupo de neuronios. Desta forma € possivel, de uma forma mais precisa,
efetuar o controlo de circunstancias particulares das células do tecido vivo. A realizacao incorreta da
estimulacdo neuronal pode causar ao cérebro efeitos colaterais irreversiveis. Por exemplo, a estimulacao
profunda do tadlamo pode levar ao aparecimento de tonturas, colicas musculares ou disturbios de
equilibrio no movimento [1].

O primeiro caso conhecido de tratamento de doencas neuronais utilizando corrente elétrica
remete ao ano de 1757 [2]. Foi conduzido por Benjamin Franklin para tratar pacientes com paralisia nos
membros, recorrendo ao uso de choques elétricos. Mais tarde, em 1939, Hodgkin e Huxley
documentaram a primeira gravacao do potencial de acdo no interior de um nervo [2]. O mesmo grupo,
em 1952, descreveu detalhadamente o mecanismo de excitacao dos nervos e subsequente geracdo de
potenciais de acao [3].

0 desenvolvimento de sondas neuronais é realizado ha cerca de meio século e, sendo atualmente
uma tecnologia mais madura em termos de processos de fabrico, serve como uma alternativa
relativamente aos classicos micro-fios [4]. A investigacao constante de métodos de fabrico, novas
estruturas ou materiais fez com que as sondas neuronais se tornassem mais densas, funcionais e
confiaveis. Desta forma, as sondas neuronais nao servem apenas para a gravacao da atividade

extracelular ou estimulacéao cerebral, dispondo de outras finalidades como mapeamento do cérebro,
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restauro de funcdes neuronais e investigacao de anomalias cerebrais [4]. Na figura 1 observa-se algumas

aplicacoes das sondas neuronais [4].

Figura 1: Variedade de aplicacdes das sondas neuronais: 1 - tratamento da doenca de Parkinson, 2 -
préteses neuronais; 3 - Pacemaker cerebral; 4 - investigacdo de doencas cerebrais e 5 - experiéncias
cognitivas [4].

O maior entrave das sondas neuronais de hoje em dia é a sua fiabilidade a longo prazo [4]. A
resposta do tecido cerebral a insercao do implante (corpo estranho) afeta substancialmente os resultados
recolhidos. Na tabela 1 é possivel encontrar uma relacdo causa-efeito dos danos causados por um
implante baseado em silicio (Si) antes, durante e apds a sua insercado no cérebro de um rato.

Atualmente, o desafio passa ndo sé pela correta gravacdo e estimulacdo dos neurdnios, mas

também pela procura de novas solucdes que minimizem o impacto invasivo do implante [4].
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Tabela 1: Causas do dano causado por um implante baseado em Si e respetivo efeito colateral [4].

Estagio Antes do

Implante

Procedimento

PR

o YA
n vivo .
Esquematica i

Potenciais -Perfuracéo do créanio
causas do

dano

Efeitos -Excisdo indesejada
causados do tecido cerebral

-Contaminacdo da
superficie do elétrodo
devido ao

sangramento
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Durante o

implante

-Impacto da
insercao
Vibracao
mecanica
durante 0
implante
-Células mortas
-Células mortas
-Hemorragia
-Inicio de uma

inflamacéo

Depois do

implante

(< 1 semana)

-Micromovimentos

-Resposta

inflamatoria aguda

-Instabilidade da

interface

tecido

elétrodo-

Depois do implante

(> 1 semana)

-Micromovimentos
-Macromovimentos

-Corrosao

-Resposta  cronica ao
corpo estranho

-Criacdo de uma zona
morta em torno do

implante
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1.2.0ptogenética

A estimulacao elétrica € o método mais utilizado para interagir com o tecido neuronal, no entanto,
a dificuldade em delimitar quantitativamente as células neuronais a serem controladas levou a procura
de uma nova técnica que detivesse maior precisao espacial e temporal [5]. O aperfeicoamento de novas
técnicas de fabrico e descoberta de novas tecnologias levou a descoberta de um novo método de
estimulacdo celular, utilizando a luz, ao invés da corrente elétrica. A este método inovador, que combina
a Otica com a genética, atribui-se 0 nome de optogenética [5].

Na optogenética sao utilizadas proteinas sensiveis a luz que sdo designadas como opsinas. As
opsinas sao inseridas no cérebro com o intuito de marcar o conjunto de neuronios a que se pretende
realizar excitacdo/inibicao. Uma das proteinas utilizadas na optogenética para ativacédo neuronal € a
channelrhodopsin-2 (ChR2) e requer que as fontes de luz emitam comprimentos de onda na gama dos
400 a 500 nm [6]-[8] A ChR2 pode marcar as células alvo por transformacao (insercdo de acidos
nucleicos dentro de células eucaridticas), transducéo ou desenvolvendo acido desoxirribonucleico (DNA)
transgénico nos laboratorios [6], [8].

Na inibicao da atividade celular utiliza-se normalmente a proteina Aalorhodopsins (NpHR) [6]-
[8]. A ativacdo desta proteina requer emissao de luz com um espetro compreendido entre os 550 e 620
nm [6], [8] As proteinas de excitacdo/inibicdo celular encontram-se no espetro da luz visivel,

correspondendo ao azul e ao amarelo, respetivamente (figura 2) [6].

a) Estimulacao elétrica b) Estimulacao optogenética c) Inibicao optogenética

=Xy

Figura 2: llustracdo de células neuronais com: a) estimulacéo neuronal elétrica; b) estimulacédo
neuronal ¢tica; c) inibicdo neuronal dtica [9].
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1.3.Apresentacao e descricao do projeto

A tecnologia MEMS encontra-se empregue em diversas areas. Nesta dissertacao, a tecnologia
MEMS ¢é utilizada para o fabrico de sondas neuronais capazes de interagir com o sistema nervoso central
ao nivel celular. O desenvolvimento e aperfeicoamento de novas técnicas no ramo da neurociéncia levou
ao encontro de tecnologias que realizassem a estimulacdo dos neurdnios. Um dos principais desafios
dos investigadores ¢é determinar qual a ligacdo entre toda a atividade neuronal e o seu
comportamento [1].

Nos ultimos anos o desafio passa pela producdo de sondas neuronais, através da abordagem de
novas técnicas e métodos de fabrico, que causem o menor dano possivel no cérebro, extraiam 0 maximo
de informacéo e que tenham um baixo custo de producéo. Outro ponto crucial é o facto de os materiais
escolhidos conferirem biocompatibilidade e longevidade & sonda neuronal de forma a ndo desencadear
reacoes alérgicas no tecido biolégico onde ficara implantada.

Ao longo dos ultimos anos as sondas neuronais tornaram-se uma ferramenta chave na gravacéo
dos potenciais de acdo dos neuronios e estimulacao de determinadas regides do cérebro. A gravacao e
estimulacédo de neuronios utilizando sondas neuronais nas zonas cortical e sensorial do cérebro ajudou
a melhorar a compreensdo do comportamento do sistema nervoso bem como a sua organizacao
somatossensorial [10].

A presente dissertacao encontra-se enquadrada na area de investigacao da engenharia neuronal
com o intuito de estudar e enriquecer o conhecimento que possuimos acerca do cérebro. Esta
dissertacado esta inserida no projeto de investigacao “Brain Lighting”, que tem como objetivo principal
desenvolver uma matriz de optrodes sem fios em substrato de Si para estimulacdo/leitura profunda do
cérebro. O optrode em desenvolvimento vai estimular as células através de um u-LED e realizar as leituras

através de -elétrodos (pontos de leitura).
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1.4.0bjetivos e tarefas

O objetivo principal desta dissertacdo é o desenvolvimento de um optrode em substrato de Si
para estimulacdo profunda, onde sera acoplado um p-LED. O optrode sera concebido utilizando os
recursos disponiveis no laboratorio de microtecnologias do Departamento de Eletronica Industrial da
Universidade do Minho. De seguida encontram-se os pontos a serem explorados ao longo do projeto:

e Estudo do estado da arte e das tecnologias a serem utilizadas;

e Desenvolvimento de um processo de fabrico para um optrode com varios pL-elétrodos e
um M-LED para aplicacédo em optogenética;

e O optrode devera ter como base o substrato de Si, u-elétrodos em platina (Pt) e a agulha
devera ser encapsulada com um material biocompativel;

e (Confecdo de um método simples que permita o desenvolvimento de um optrode com
comprimento superior a 6 mm e largura inferior a 1 mm;

e (Caraterizacdo mecanica, otica, eletroquimica e resisténcia as condicdes de aplicacdo do
optrode;

e Escrita da dissertacao.

A forma geométrica do optrode sera obtida recorrendo a técnica de corte com lamina através da
utilizacao do equipamento DISCO DAD-2H/ 6T, disponivel no laboratdrio. Tanto os passos principais como
os intermédios, desde a fotolitografia as deposicdes e ao acoplamento do p-LED serdo otimizados. A
caraterizacdo mecanica serad realizada, submetendo o optrode a forcas axiais e longitudinais de
compressao e distensao. A caraterizacao ¢tica sera realizada recorrendo aos equipamentos power meter
1918-R da empresa Newport, monocromador (74125 da empresa Newport), fotodiodo detetor (71675
da empresa Newport) fotodiodo (FDS100-CAL da empresa ThorLabs) acoplado a um orificio de 1 mm de
diametro. Na caraterizacao 6tica serao estudados parametros como o pico de emissdo do comprimento
de onda, poténcia otica e angulo de emissao dos u-LED’s C470DA2432 e ELC-470-37. A caraterizacao
eletroquimica dos p-elétrodos sera concretizada recorrendo ao teste de espetroscopia de impedancia. A
resisténcia do optrode relativamente as condicdes de aplicacao sera realizada utilizando testes de
aceleracao do tempo de vida. Os testes de resisténcia as condicdes da aplicacdo consistem em expor o
optrode a condicdes comparaveis as encontradas no cérebro e medir a impedancia dos u-elétrodos ao
longo do tempo.

No desenvolvimento do optrode existem varias tarefas e processos. Nesta dissertacao pretende-
se que fique documentada toda a informacéao referente ao fabrico do optrode, apesar de algumas tarefas

terem sido efetuadas por investigadores do projeto “Brain Lighting”. Nomeadamente, o corte com lamina,
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a deposicao de filmesfinos e o wire-bonding ficaram a cargo de outros investigadores presentes no
laboratdrio. Os restantes processos, nomeadamente, os dois processos litograficos, o acoplamento do p-
LED ao optrode, o acoplamento do optrode a PCB, a caracterizacao mecanica, otica e eletroquimica
foram realizadas no ambito desta dissertacao. A caracterizacdo da resisténcia do optrode as condicoes

da aplicacao foi realizada em conjunto com um investigador do projeto.

1.5.0rganizacao da dissertacao

A presente dissertacdo divide-se em 6 capitulos e dois anexos. No primeiro capitulo encontra-se
a apresentacao e descricao adjacentes a realizacao da tese bem como uma breve introducao aos
conceitos de sondas neuronais e optogenética. Neste capitulo serdo ainda apontados os objetivos a atingir
com o projeto, referenciando, por fim, publicacdes em revista submetidas e um pdster resultantes do
trabalho desenvolvido na presente dissertacao.

0 segundo capitulo aborda o estado de arte das sondas neuronais existentes, desde a sua
descoberta até a atualidade. Neste capitulo sdo descritos os processos de fabrico necessarios para a
concecao das sondas neuronais e a sua aplicabilidade na area da neurociéncia. Estao ainda presentes
neste capitulo nocdes de optogenética, inclusive os dispositivos optogenéticos que tém vindo a ser
utilizados na estimulacéo dtica neuronal.

O terceiro capitulo refere quais os métodos e metodologias adotados para a concretizacdo do
optrode. Durante o capitulo serao indicados os requisitos e modelo proposto para o optrode bem como
0s materiais e tecnologias utilizados nos processos de fabrico.

No quarto capitulo sdo apresentados os passos, de forma detalhada, dos processos de fabrico e
0s resultados obtidos.

0 quinto capitulo mostra as diferentes caraterizacdes (mecanica, o6tica, eletroquimica, resisténcia
ao longo do tempo) a qual se submeteu o optrode bem como uma explanacao dos resultados.

0 sexto capitulo aborda as conclusdes acerca do trabalho realizado durante o desenvolvimento
da dissertacdo. Serdo também apresentadas consideracdes que possam vir a ser tomadas num futuro
com o intuito de melhorar o que ja foi cumprido.

Por fim, os anexos A e B representam as receitas de fabrico do optrode em silicio com p-LED

integrado e em substrato de poliimida, apontado como trabalho futuro.
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2.1.Micro-fios

Os primeiros elétrodos implantaveis, destinados a gravacéo da atividade neuronal, surgiram em
1950 e eram constituidos por micro-fios afiados de metal [5]. A sua estrutura fina permitiu que fossem
colocados muito proximos dos neuronios /7 vivo, causando o minimo dano possivel no tecido cerebral.
Os micro-fios sdo isolados, exceto nas pontas, para assim gravar o maximo possivel do potencial
extracelular dos neuroénios junto & ponta ou ainda para injetar corrente de estimulacdo a fim de excitar
0S neuronios ao seu redor [11].

Os micro-fios eram fabricados utilizando diferentes metais como aco inoxidavel, tungsténio (W),
Pt, iridio (Ir) ou ouro (Au) [6]. O material utilizado para o isolamento dos micro-fios é geralmente poliimida
(PI) ou teflon ((C,F.),). Numa experiéncia conduzida por Strumwasser utilizaram-se micro-fios de aco
inoxidavel com 80 um de diametro para gravar descargas elétricas de neuronios individuais de animais
nao anestesiados, durante cerca de uma semana [12].

Nos dias de hoje ainda sao utilizados micro-fios, mantendo-se praticamente inalterados os
métodos de fabrico [6]. A utilizacdo de matrizes de micro-fios permite a gravacdo de uma grande area
de neuronios, sendo uma das suas vantagens o acesso as zonas profundas do cérebro tratando doencas
como a epilepsia, Parkinson ou paralisia. Por outro lado, as desvantagens da utilizacdo desta técnica é
o facto dos micro-fios se dobrarem durante o implante levando a que a precisdo da localizacdo dos
elétrodos uns relativamente aos outros nao seja controlavel [6].

Na figura 3 encontra-se exibida uma matriz de micro-fios produzida pela Plexon onde cada um

dos seus fios apresenta um diametro de 50 pm [6].

N\

Figura 3: Exemplo de uma matriz de micro-fios produzida pela Plexon [5].
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2.2.Sondas planares baseadas em silicio (Si)

A invencéo da litografia em 1959 levou ao aparecimento de novos processos de fabrico de
sondas neuronais que permitiram efetuar simultaneamente a gravacéo e estimulacéo extracelular de um
conjunto de neurdnios [12]. A combinacao da litografia com a tecnologia de microfabricacdo de Si
permitiu a criacdo de sondas neuronais com alta densidade de gravacao [12].

A tecnologia CMOS que utiliza técnicas de fotolitografia em bolachas de Si levou ao aparecimento
de sondas neuronais baseadas em Si. O objetivo do desenvolvimento das sondas neuronais € a fixacdo
da sonda durante o processo do implante no cérebro, algo que ndo acontecia com os micro-fios, levando
a gravacao de resultados muitas vezes pouco fiaveis [7].

A primeira sonda neuronal baseada em Si foi fabricada na Universidade de Michigan na década
de 1970 e ¢ apresentada na figura 4 [11]. O material do substrato e a forma da sonda neuronal
permitiram a facil incorporacdo em circuitos integrados, interfaces sem fios ou processamento de sinal.
A sonda ¢ feita em substrato de Si, escolhido por ter dureza suficiente para penetrar o cérebro e
compatibilidade com os processos de fabrico. E composta por quatro p-elétrodos responsaveis pela
gravacao e estimulacao neuronal. O substrato de Sitem 15 um de espessura, 3 mm de comprimento e

90 um de largura. A area de gravacao dos |-elétrodos situa-se entre os 100 e 400 umz [11].

Fios de ligacdo

Pistas

Circuito de

proczssamento de

u-elétrodos sinal

Substrato de silicio

Figura 4: Sonda planar baseada em Si desenvolvida na Universidade de Michigan [8].
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O material utilizado para os p-elétrodos foi o Ir e 0 Au, revestidos com polimeros condutores
como polypyrolle (PPy) ou ethylenedioxythiophene (PEDOT) para aumentar o desempenho da sonda
neuronal a longo prazo bem como a sua durabilidade. Estes -elétrodos apresentam a vantagem de ter
uma grande resolucao espacial relativamente aos micro-fios na gravacdo dos impulsos neuronais, no

entanto, a insercdo da agulha no cortex cerebral podera provocar danos no tecido neuronal [11].

2.3.Sondas tridimensionais baseadas em Si

A matriz de Utah é classificada como sendo uma sonda tridimensional constituida por 100
agulhas de Si orientadas verticalmente e é apresentada na figura 5 [13]. Foi concebida para gravar uma
vasta quantidade de neuronios. Cada uma dessas agulhas é encapsulada com Pl com o intuito de

oferecer biocompatibilidade ao dispositivo sendo o material dos elétrodos composto por Pt.

Figura 5: Matriz de Utah (a esquerda). Elétrodos revestidos pelo isolamento com exposicao das pontas
de Pt (a direita) [13].

A matriz de Utah é realizada sobre uma bolacha de Si do tipo n onde a criacdo de caminhos p+
surge por termo migracao [13]. A bolacha é micromecanizada para expor os caminhos p+ como agulhas
finas utilizando o corte por lamina, realizando-se de seguida a corrosao quimica. O contacto elétrico é
realizado na parte de tras da estrutura utilizando um fio de Au isolado. Esta sonda foi desenvolvida em
1991 por Campbell et a/e a matriz (10 x 10) foi implementada no cértex auditivo e visual de gatos [13].
Cada agulha apresenta uma dimensao de 4.2 x 4.2 x 0.12 mm (largura x comprimento x altura,
respetivamente).

Outra tipologia da matriz de Utah pode ser visualizada na figura 6 [7]. Apresenta agulhas de

diferentes comprimentos (desde 0.5 a 1.5 mm) permitindo a excitacdo de neurdnios a diferentes
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profundidades. Foi utilizada numa experiéncia conduzida por Badi em 2003 sendo implementada no

nervo coclear [13].

Figura 6: Matriz de Utah com diferentes comprimentos de agulhas [13].

2.4.Sondas desenvolvidas no grupo

Em 2015, Alexandre Peixoto do centro CMEMS da Universidade do Minho realizou a sua tese de
doutoramento denominada “Hijgh-aspect-ratio tridimensional electrode arrays for neural applications’
[14]. Neste projeto, Alexandre desenvolveu uma sonda tridimensional com o objetivo de chegar a zonas
do cérebro com uma profundidade situada entre os 2 e os 4 mm [14]. A matriz neuronal concebida era
composta por 100 agulhas com uma matriz de 10 x 10 (ver figura 7). A matriz apresentava 10 mm de
largura, 5 mm de espessura e 3 mm de comprimento. O material utilizado no substrato da matriz de p-
elétrodos foi o aluminio (Al) com 99% de pureza. Cada agulha foi coberta por ¢xido de Ir na ponta para

oferecer estabilidade na estimulacdo e gravacao da atividade neuronal.

Figura 7: Estrutura final da matriz de u-elétrodos [14].

No fabrico da estrutura da matriz aplicaram-se diversas técnicas como o corte com lamina,

deposicao fisica de vapor, passivacao eletrolitica, deposicdo de polimeros e corrosdo em solucdo aquosa
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[14]. O fabrico da matriz comecou pela definicdo dos contactos (parte de tras) e forma da estrutura
utilizando-se a técnica de corte com lamina (ver figura 8). O espaco entre cada agulha era de 1 mm. No

final desta etapa, as cavidades foram preenchidas com resina epoxi para isolamento elétrico, mantendo

0s elétrodos emparelhados numa unica estrutura.

Figura 8: Parte de tas da matriz em Al [14].

Na parte da frente da matriz foi usado o conte com lamina para formar as agulhas com 3 mm
de altura e 350 um de largura. A distancia entre cada uma das agulhas era também de 1 mm para
coincidir com a parte de tras da matriz. Apds realizados os cortes, as agulhas apresentavam uma forma
quadrada. De forma a facilitar a penetracao no cérebro, efetuaram-se cortes para que a ponta da agulha

ficasse em forma de “V". A forma final das agulhas pode ser verificada na figura 9.

@
=
S
3

Figura 9: Vista detalhada das agulhas na matriz em Al [14].

Apos os cortes com lamina, uma vasta quantidade de residuos de Al ficou depositada entre as
agulhas [14]. Para limpar os residuos, imergiu-se a matriz numa solucao aquosa de corrosivo de Al tipo
A durante 30 minutos a uma temperatura de 30 °C. No final deste processo verificou-se uma reducao
do tamanho das agulhas para 250 um. De seguida depositou-se uma camada de 307 nm de Au na ponta

das agulhas. Para garantir que somente a ponta se encontrava exposta para a deposicao utilizou-se uma

folha de Al como mascara de sombra.
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Na ultima etapa do fabrico da matriz procedeu-se ao seu encapsulamento. Devido ao Al ndo ser
um material biocompativel, através de um processo de passivacao eletrolitica realizou-se a oxidacao do

Al. Desta forma, além da matriz se tornar biocompativel, ficou também mais robusta [14].

Matriz com diferentes tamanhos de agulha

Alexandre Peixoto desenvolveu também uma matriz de 6 x 6 elétrodos fabricada num substrato
de Si do tipo p com 5 mm de espessura [15]. A estrutura apresenta trés diferentes comprimentos de
agulhas: 3 mm, 3.5 mm e 4 mm. E dividida em trés regides distintas, a base, o corpo da matriz e a de
penetracao que sera utilizada para estimulacao e gravacdo em diferentes profundidades do cérebro [15].

O processo de fabrico é semelhante ao usado na primeira matriz de Al, usando o corte com
lamina para definir os contactos na parte de tras da matriz e para definir as agulhas com estrutura em
“V" na parte da frente da matriz. Através do corte com lamina foram também conseguidas as trés
diferentes alturas das agulhas. Apos terminada a etapa de corte cobriu-se a matrizcom uma epdxi médica
adesiva que conferiu biocompatibilidade ao dispositivo apds o processo de cura.

O processo seguinte visou a conversdo das agulhas de Si em elétrodos que realizassem a
estimulacdo e gravacao neuronal. Para isso depositaram-se duas camadas: uma de 50 nm de titanio (Ti)
e a outra de 200 nm de Pt, criando uma camada de transducéo. O filme-fino de Ti serve de camada de
adesado e foi depositado por feixe de eletrdes. O filme-fino de Pt serve de camada de transducéo e foi
depositado por pulverizacao catodica. A matriz final de elétrodos foi conseguida removendo o excesso de
epoxi médico, resultando em dimensdes de agulhas com 180 x 180 um? e profundidades de 3 mm, 3.5

mm e 4 mm. O resultado final pode ser conferido na figura 10.

)
-~

Figura 10: Matriz tridimensional de 6 x 6 em Si [15].
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Matriz utilizando termomigracao

A terceira matriz de p-elétrodos fabricada por Alexandre Peixoto utilizou um processo de
termomigracao [16]. Iniciou-se o fabrico pelo corte com lamina numa bolacha de Si do tipo n (100) com
4 mm de espessura. As agulhas tinham as dimensdes de 0.2 x 0.2 x 0.3 mm (comprimento x largura x
altura) [16]. Para a forma afiada das agulhas (figura 11) mergulhou-se o elétrodo durante 4 horas numa

solucao aquosa com 30% de concentracao de hidréxido de potassio (KOH) a 90° C de temperatura.

Figura 11: Resultado apos mergulhar a matriz na solucdo aquosa de KOH [16].

No processo seguinte recorreu-se a fotolitografia para a padronizacao de quadrados de Al e
deposicao de um filme fino na base inferior do substrato de Si. A combinacao de uma fonte de calor por
baixo do substrato e um sistema de conveccao de arrefecimento por cima dele da origem a um elevado
gradiente térmico dando origem ao processo de termomigracao [16].

Um segundo processo de corte em lamina tem o objetivo de gerar os espacos entre cada agulha
de Si. As pontas das agulhas da matriz foram revestidas com Au. A matriz de elétrodos foi concebida
com potencial para aplicacdes na area da neuroprostética. O aspeto final da matriz encontra-se na figura

12.

Figura 12: Resultado final da matriz de elétrodos por termomigracao [16].
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2.5.Sondas flexiveis

Ao longo dos anos desenvolveram-se uma vasta quantidade de p-elétrodos para gravar e observar
as atividades neuronais. Umas das adversidades do implante de p-elétrodos séo os pontos de contacto
do tecido-elétrodo [17]. A discrepancia entre a rigidez do tecido neuronal e o material utilizado no
substrato do p-elétrodo dificulta os micromovimentos do cérebro levando a feridas cronicas e a formacao
de cicatrizes em torno do local do implante [17]. Por este motivo, ao longo dos ultimos anos, tem
aumentado o interesse no desenvolvimento de p-elétrodos que utilizem polimeros como material para o
substrato e encapsulamento. Entre esses polimeros é possivel destacar a Pl, benzocyclobutene (BCB),

polydimethylsiloxane (PDMS), parylene, e SU-8 [18].

2.5.1.BCB (benzocyclobutene)

Este polimero apresenta diversas carateristicas interessantes para aplicacdes cronicas como a
flexibilidade, biocompatibilidade, boas propriedades dielétricas e quimicas ou ainda boa
impermeabilidade a humidade [19]. E também um material que pode ser facilmente trabalhado utilizando
as tecnologias de microfabricacao ja existentes.

Em 2004 Lee desenvolveu e testou um implante neuronal revestido por BCB com canais de
microfluidica integrados para o transporte de medicamentos [19]. A sonda neuronal fabricada apresenta
uma agulha constituida por 3 p-elétrodos de gravacdo com dimensdes de 20 um x 20 um (comprimento
x largura) [19]. O implante neuronal apresenta, na totalidade, um tamanho de 11 mm e uma espessura
de aproximadamente 25 a 30 um. Além disso, a sonda neuronal contém também dois depdsitos (de
entrada e saida) para a colocacéo do fluido a ser colocado no cérebro, como ja foi referido anteriormente.

A figura 13 apresenta a sonda fabricada por Lee [19].

Conexdes para 15 canais Pontos de leitura

Figura 13: A esquerda vé-se a totalidade da sonda neuronal fabricada por Lee. A direita vé-se os -
elétrodos (pontos de leitura) da mesma sonda neuronal [19].
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Os elétrodos constituidos por BCB puro apresentam problemas aquando da sua insercao no
cérebro devido a sua falta de rigidez. Para solucionar este problema foi fabricada uma estrutura de Si
com a espessura entre 5 e 10 um que foi anexada a regido do elétrodo pretendida para aumentar a sua
rigidez [19].

O fabrico da sonda apresentada na figura 14 comecou pelo canal de transporte de fluidos [19].
Para isso utilizou-se inicialmente um substrato de silicon-on insulator (SOI) de 5 a 10 um de espessura
onde foi infundida uma camada de 1 um de diéxido de silicio (SiO,). Primeiramente, a parte de cima da
estrutura de Si, foi gravada em RIE utilizando uma mascara de polimero fotossensivel. Apos dissolucéo
do polimero fotossensivel, uma camada sacrificial de AZ® 4620 (polimero fotossensivel) foi depositada
através do aparelho de centrifugacdo, definindo o canal de microfluidica. De seguida depositou-se uma
cama de 2 um de parylene-C para prevenir que os solventes de BCB atacassem a camada sacrificial. A
primeira camada de BCB fotossensivel foi depositada por centrifugacdo, seguida de processos de
exposicao, cura e revelacao. Utilizou-se Au para os locais de gravacao pois possui uma otima inércia

superficial e ndo oxida [19].

(a)

BCE Ponto de leitura [Duro)

1 ~

Estrutura de Silicio Canal de microfluidica
(b)

Figura 14: a) Implante neuronal baseado em BCB; b) Visao em corte do canal de microfluidica
embebido no meio da estrutura de Si [19].

Os testes citoldgicos realizados as células declararam que o substrato néao é toxico para o seu
crescimento. O elétrodo apresentou um valor médio de impedancia de 1.2 MQ a frequéncia de 1 kHz.
Por fim os testes mecanicos foram efetuados com sucesso, onde a sonda neuronal penetrou o cranio

sem causar qualquer dano cerebral no rato [19].
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2.5.2. Polydimethylsiloxane (PDMS)

O PDMS é uma mistura de polimeros que € amplamente utilizado na industria dos cosméticos
[20]. Recentemente, este polimero, mostrou propriedades mecanicas interessantes para a area da
neurociéncia [20].

Em 2013, Liang Guo desenvolveu uma matriz de elétrodos para efetuar a comunicacéo entre o
cérebro e os musculos [20]. O objetivo de Liang passou pela concecao de um dispositivo que ficasse
fixado na superficie do tecido neuronal (ver figura 15). O propdsito final passa pela utilizacdo da matriz
de p-elétrodos na area da neuroprostética. Assim, o material utilizado teria de ser flexivel o suficiente
para se adaptar aos micromovimentos do cérebro de forma a nao o danificar [20]. O PDMS destaca-se

assim do Si, BCB e parylene pela sua elevada flexibilidade.

Figura 15: Exemplo da interface neuronal muscular desenvolvida por Liang [20].

No processo de fabrico da interface destes p-elétrodos neuronais utilizaram-se duas camadas de
PDMS intercaladas com filmes finos com aberturas para a criacéo de contactos e pistas de Pt e Au. A
utilizacdo de duas camadas (uma base e outra de isolamento) permite uma facil personalizacao da
camada intercalar, sendo adaptavel a varias geometrias. Um dos problemas da utilizacao do PDMS como
substrato é a concecao de circuitos elétricos integrados no proprio material bem como a criacao de
ligacdes de alta densidade.

Em 2010, Liang Guo, ja havia desenvolvido um novo método para a criacao de ligacoes de alta
densidade no PDMS [20]. Por conseguinte, aproveitou o método desenvolvido anteriormente para a
concecao da interface neuronal [20]. No processo de fabrico utilizou-se, inicialmente, a técnica de feixe
de eletrées para deposicao de uma camada antiaderente por cima de um substrato de vidro cujas
dimensdes escolhidas foram de 75 x 50 x 1 mm (comprimento x largura x espessura). As camadas de

PDMS foram depositadas através da técnica de centrifugacdo durante 30 segundos com uma velocidade
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de 450 rpm. De seguida realizou-se o processo de cura, deixando a amostra numa placa de aquecimento
durante uma hora com a temperatura de 60 °C e outra a 80 °C. De forma a curar totalmente, a amostra
permaneceu um total de 12 horas a temperatura ambiente [20].

O circuito de processamento dos sinais adquiridos pelos elétrodos foi assimilado numa placa de
circuito impresso (PCB) que foi integrada no préprio substrato de PDMS. Na comunicacao para o exterior
foram colocados fios soldados a placa PCB e esta foi isolada com uma camada de PDMS em ambos o0s
lados. A espessura final da interface neuronal muscular fixou-se nos 60 um [20]. As conclusdes retiradas
da realizacdo deste sistema apontam a sua aplicabilidade em préteses retinianas e ECoG onde é

requerida elevada resolucdo e densidade de p-elétrodos [20].

2.5.3.5U-8

0 SU-8 ¢, a par de outros polimeros, um dos materiais explorados na ultima década para o
fabrico de -elétrodos neuronais flexiveis. Em 2008, Sung-Hoon Cho em conjunto com outros
investigadores, desenvolveu uma sonda neuronal para gravar sinais de axonios dentro dos nervos
periféricos (ver figura 16) [21]. O implante destes p-elétrodos é aplicado sobretudo a area da
neuroprostética [21]. Esta sonda neuronal foi desenhada com o intuito de limitar o nimero de fibras
expostas a superficie do elétrodo de forma a selecionar de forma mais especifica quais as fibras a serem
estimuladas. As dimensdes da sonda apresentavam um comprimento de 5 mm e 240 um de largura.

Cada elétrodo tinha 500 um de comprimento, 12 um de largura e 10 um de profundidade [21].

5 | Corpo da sonda de SU-

Elétrodos de I,/"

Suleos com 10 pm

de profundidade

Figura 16: Imagens gerais e detalhadas da sonda neuronal de SU-8 com estrutura em forma de "J"
[21].
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No processo de fabrico da sonda apresentada na figura 16 utilizou-se uma bolacha de Si com
250 um de espessura que foi inicialmente oxidada para obter uma camada sacrificial de 5 um de
espessura [21]. No processo seguinte depositou-se cromio e aco por evaporacao térmica para formar
uma camada protetora de eletrodeposicao. Seguidamente depositou-se, por cima da camada protetora,
20 um do polimero fotossensivel positivo SPR-220. A amostra foi exposta a luz ultravioleta e revelada
para formar um molde estrutural para a eletrodeposicdo [21]. As superficies com mais rugosidade
permitem aos axonios aderirem mais facilmente a sonda neuronal. O molde criado para eletrodeposicao
e a camada protetora de aco foram removidos para criar a camada inferior do corpo da sonda. O material
utilizado nas pistas, nos contactos e nos p-elétrodos foi o Au [21]. Removeu-se o Au por corrosdo quimica,
depositou-se e padronizou-se 50 um de SU-8 para envolver as pistas de Au e formar o corpo da sonda
neuronal. O passo final foi libertar a sonda do substrato de SiO, através do processo de corrosao.

O dispositivo fabricado por Sung-Hoon Cho foi sujeito a testes de biocompatibilidade revelando
gue nao existiram quaisquer implicacdes no contacto direto com fibras nervosas [21]. A sonda neuronal
foi testada durante 51 semanas no cérebro de um rato, nao revelando problemas de biocompatibilidade.
Foi possivel concluir que este tipo de implantes € viavel para gravacées a longo prazo. Esta sonda pode
ser aplicada numa interface neuroprostética ligando os nervos responsaveis pelos movimentos e

sensacdes corporais a uma proétese artificial [21].

2.5.4.Parylene

O parylene ¢ um polimero biocompativel utilizado ha diversos anos como isolamento em p-
elétrodos neuronais. Em 2004, Shoji Takeuchi desenvolveu uma sonda neuronal integrada com canais
de microfluidica (ver figura 17) [22]. Utilizou-se etilenoglicol, um material biocompativel, para enrijecer a
sonda e assim facilitar a insercdo do implante no tecido neuronal. No processo de fabrico colocou-se
uma camada de 10 um de polimero fotossensivel entre duas camadas de parylene com 5 um de
espessura [22]. Para abrir o canal de microfluidica utilizou-se acetona e etanol que dissolveram a camada
de polimero fotossensivel. Por cima da camada superior de parylene depositou-se, através de

evaporacao, uma camada de Au [22].
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Figura 17: Sonda neuronal baseada em parylene com integracao de microfluidica [22].

A sonda neuronal apresentada na figura 17 é composta por sete -elétrodos [22]. Seis desses
-elétrodos encontram-se em contacto direto com o tecido cerebral, realizando a gravacéo extracelular
da atividade neuronal. O sétimo p-elétrodo situa-se dentro do canal de microfluidica. A gravacao deste -
elétrodo é realizada de maneira diferente, ou seja, através da medicao da salinidade da solucao dentro
do canal de microfluidica. E requerido que seja uma solucéo eletrolitica para que haja uma conducao do
sinal recebido das células para o contacto em Au do p-elétrodo [22]. Os resultados obtidos na medicao
da atividade neuronal foram igualmente semelhantes aos dos p-elétrodos convencionais baseados em

Si. O teste de espetroscopia de impedancia apresentou 100 kQ a uma frequéncia de 1 kHz [22].

2.5.5. Poliimida (PI)

A Pl é um polimero referenciado cada vez mais no campo das microtecnologias devido as suas
propriedades [23]. Este material é utilizado como substrato e elemento isolador, apresentando outros
atributos relevantes tais como: excelente resisténcia aos solventes, forte adesdo ao metal e dxido de
metal, detendo ainda boas carateristicas dielétricas. Estudos anteriores realizados /7 vitro e in vivo, por
Stieglitz em 2000 e Richardson em 1993, comprovaram que a biocompatibilidade da Pl em conjunto
com as suas propriedades mecanicas conferem pontos positivos para a utilizacao deste polimero em
implantes neuronais [23].

Um estudo desenvolvido por Sami, Katja e Reijo da Universidade de Kuopio, levou em conta o
uso da Pl em sondas neuronais flexiveis para tratamento de doencas associadas ao foro psicoldgico [23].
O objetivo incidiu na criacao de um implante que nao provocasse danos aquando da sua insercao no

tecido neuronal ou desencadeasse reacdes alérgicas em torno do elétrodo. Desta forma, seria possivel

Optrode em silicio com p-LED integrado 21



Estado de arte

aumentar a longevidade do implante, mantendo a fiabilidade das informacdes obtidas pelos elétrodos
[23]. No processo de fabrico da sonda neuronal utilizou-se a pulverizacao catodica para a deposicao das
camadas de metal e a fotolitografia para padronizacao de contactos e pistas.

Numa instancia inicial do procedimento desenvolvido na Universidade de Kuopio colocou-se
como base um prato de vidro para oferecer rigidez a amostra durante o fabrico [23]. De seguida,
depositou-se um filme de PI, com 25 um de espessura, seguido de outro de polimero fotossensivel
negativo, ambos através da técnica de centrifugacdo. A camada do polimero fotossensivel foi
padronizada, expondo a amostra a luz ultravioleta [23]. Na etapa a seguir depositou-se por pulverizacao
catodica um filme de Ti (20 um) e outro de Pt (200 nm). A camada de Ti serviu para aumentar a adesao
entre a Pl e a camada de Pt. O polimero fotossensivel negativo que nao interessava foi removido utilizando
um revelador [23]. No final depositou-se um filme de PI fotossensivel, com 3 um de espessura, por
centrifugacdo e posteriormente exposto a luz ultravioleta a fim de ficar padronizado. Este filme atuou
como elemento isolador, exceto nas areas dos elétrodos e dos contactos de ligacao. Por fim a amostra
foi retirada dos pratos de vidro.

A sonda neuronal desenvolvida por Sami, Katja e Reijo era composta por 16 p-elétrodos de Pt,
ligando cada um deles a uma entrada de um conetor de forca de insercao zero (ZIF) [23]. O conetor ZIF
foi soldado a uma placa PCB que continha 16 entradas para receber os sinais elétricos de cada um dos
u-elétrodos. A placa PCB serviu para efetuar o tratamento do sinal (amplificacao) e instrumentacéo
necessarios a correta gravacdo dos impulsos elétricos adquiridos [23]. Os resultados obtidos pelos
investigadores apontaram para uma excelente flexibilidade e forca mecanica apropriada durante a
insercao do implante no tecido neuronal, nao desencadeando quaisquer ferimentos no tecido neuronal.
Os dados adquiridos pelos p-elétrodos foram apresentados num computador durante a experiéncia,
mostrando leituras estaveis mesmo quando existia maior instabilidade de gravacao devido a problemas
externos (atrasos de sinal, diminuicao de tensdo dos componentes) [23].

O implante crénico permaneceu durante 16 dias no cranio do rato sem que se verificassem
lesdes nos tecidos. Ao fim desse periodo denotou-se uma diminuicdo da amplitude do sinal adquirido,
acompanhado do aumento da impedancia do p-elétrodo para o dobro. Segundo os autores, o aumento
desta impedancia € comum em implantes crénicos devido ao aumento da espessura da dura (camada
do cérebro) e das fibras ndo condutoras a volta do elétrodo. Os testes de citologia ao p-elétrodo nao
revelaram qualquer componente toxico. O resultado final do produto desenvolvido pode ser visto na figura

18 [23].
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Figura 18: a) Matriz de u-elétrodos ligada ao conetor ZIF; b) Corte transversal das camadas da matriz
de p-elétrodos [23].

Em 2010 Jin-Hee Moon, em conjunto com outros investigadores, produziu sondas neuronais de
Pl utilizando filmes de kapton® para medicéo de sinais EEG do cranio do rato [24]. O ponto-chave deste
processo inovador consiste em separar os elétrodos de Pl da bolacha de Si antes do processo de cura
total. A cura total acontece ao coloca-los entre dois filmes de kapton® [24]. Os métodos de fabrico
utilizados na concecao destes elétrodos foram a fotolitografia para a padronizacao da base e a deposicao
de camadas de metal por feixe de eletrdes [24].

No processo de fabrico depositou-se uma camada com 6-7 um de Pl negativamente
fotossensivel, através de centrifugacao por cima de uma bolacha de Si [24]. Seguidamente colocou-se a
amostra numa placa de aquecimento durante 4 minutos a temperatura de 100 °C. Depois, realizou-se a
exposicao da amostra a luz ultravioleta através da mascara de luz, deixando novamente a curar numa
placa de aquecimento durante 4 minutos a 100 °C. A parte de Pl ndo exposta a luz ultravioleta foi
removida com a ajuda do revelador [24]. De seguida depositou-se, utilizando o canhao de eletrdes, uma
camada de Au e outra de Ti. Na padronizacdo dos contactos recorreu-se ao método de corrosao,
depositando posteriormente um filme de Pl, por centrifugacdo, como camada isoladora.
Continuadamente retiraram-se as sondas de Pl da bolacha de Si e colocaram-se entre filmes de kapton®
e pratos de vidro. Por fim separou-se totalmente as sondas do kapton® e do vidro. O processo descrito

anteriormente pode ser visto na figura 19 [24].
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Figura 19: Processo de fabrico de sondas neuronais em Pl desenvolvido por Jin-Hee Moon: a)
deposicao de Pl na bolacha de Si; b) padronizacdo da base; c) deposicao de Au/Ti; d) padronizacao
dos filmes de Au/Ti; e) deposicao de PI; f) remocéo das sondas de Pl; g) sondas de Pl entre filmes de
kapton® e pratos de vidro; h) remocao final das sondas de Pl apds cura total [24].

Os resultados obtidos por Jin-Hee Moon demonstraram que os elétrodos que nao foram curados
totalmente sofrem uma deformacao da sua forma decorridos 3 dias ap6s serem removidos da bolacha

de Si [24]. A deformacao tornou-se na principal causa do contacto ndo uniforme com a superficie do

tecido neuronal (ver figura 20) [24].

Figura 20: a) Imagem da sonda em Pl e dos locais de gravacao; b) Sonda totalmente curado
(esquerda) e sonda sem processo de cura total (direita) [24].
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O método apresentado, em comparacao com o de corrosao quimica para remocao da camada
de sacrificio, permitiu reduzir bastante o tempo do processo de fabrico [24]. Na utilizacdo do método de
corrosao, o tempo de deposicdo da camada de sacrificio € de aproximadamente 4 horas e a remocéao
total da camada demora 21 horas. Este tempo elevado deve-se a dificuldade em retirar totalmente os
residuos da camada de sacrificio nas zonas mais profundas entre a camada de Pl e a bolacha de Si. Em
oposicdo, o método desenvolvido por Jin-Hee Moon ndo utiliza qualquer camada de sacrificio ou
processos de corrosao, conseguindo fabricar os elétrodos em alguns minutos [24].

Os resultados apresentados mostram que o processo total de cura aumenta a robustez
necessaria para aguentar as forcas de tensdo elétrodo-tecido neuronal, diminuindo a rigidez da sonda de
PI. A diminuicdo da rigidez da sonda de PI facilita o contacto com as superficies curvas do cérebro [24].
Concluiu-se ainda que a forca necessaria para partir a sonda totalmente curada aumentou 27%
relativamente ao ndo curado. A espessura do elétrodo curado (8.4 um) também diminuiu relativamente
ao nao curado (13 um) [24]. O processo de cura melhorou a condutividade elétrica do Au e do Ti e
diminuiu a impedancia de 300 kQ para 100 kQ [24].

Os testes citolégicos de toxicidade mostram que ndo existe nenhum efeito prejudicial ao tecido
neuronal [24]. Estimularam-se caudas de ratos pressionando os seus bigodes e a resposta recolhida
pelos elétrodos mostra uma correta rececdo dos sinais sem ruido [24]. Na tabela 2 encontra-se uma
comparacao entre o Si e os materiais utilizados no fabrico de sondas flexiveis. As carateristicas mais
relevantes sdo o alongamento, médulo de elasticidade resisténcia volumica e resisténcia a forca. O Si
apresenta um modulo de elasticidade superior ao do cérebro (figura 21) pelo que consegue penetrar o

tecido neuronal sem nenhum problema.

Tabela 2: Propriedades fisicas da PI, PDMS, Si, parylene-C, BCB e Su-8. Os valores foram retirados de
estudos realizados por Stieglitz (2000), Mata (2005) e Armani (1999) [18].

Propriedades fisicas PDMS Pl Si Parylene-C BCB SU-8
Resisténcia a forca (MPa) 0.4-1.1 215 1225 68.9 87 34
Alongamento (%) 140 85 - 200 8 6.5
Densidade (g/cm?) 1.11 1.45 2.1 1.289 0.957 1.2
Mddulo de elasticidade (GPa) 0.04-0.09 25 @ 20x10s 2.8 2.9 4.02
Resisténcia volumica (€.cm) 2.9°10% 10 - 8.8x10: 10w 2.8x10:e
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Figura 21: Médulo de elasticidade do cérebro, nervos e de alguns dos materiais mais utilizados para a
base das sondas neuronais [13].

2.6.0utras sondas

Uma investigacdo conduzida por Jason Burmeister em 2000 levou a descoberta de uma
alternativa ao Si para o fabrico de sondas neuronais, utilizando substrato de ceramica [4]. A ceramica
apresenta vantagens relativamente ao Si. O facto de ser um material ndo condutor diminui o “cross talk”
entre o substrato e os locais de gravacao, havendo um melhor isolamento. Além disso, € mais duro que
o Si, sendo mais resistente a processos de corte e € um material mais barato, diminuindo os custos de
producdo relativamente as sondas baseadas em Si [4].

A sonda desenvolvida por Jason tinha um substrato de ceramica com uma espessura entre 25
e 50 um [4]. O substrato foi inicialmente limpo utilizando uma solucdo composta por acido sulfurico e
trioxido de cromio e seguidamente enxaguado com agua desionizada [4]. Na etapa seguinte colocou-se
0 substrato a secar a 120 °C, aplicando depois uma camada de polimero fotossensivel através de
centrifugacdo. A bolacha de ceramica foi padronizada usando a técnica de fotolitografia para os
contactos, pistas e p-elétrodos. A sonda tinha 120 um de largura, 125 um de espessura e 1 cm de
comprimento. Os quatro p-elétrodos de gravacao detinham dimensdes de 50 x 50 um, espacados 200
um entre eles [4].

Depositou-se uma camada de Ti seguida de uma camada de Pt por intermédio de pulverizacao
catodica [4]. Apos isso removeu-se 0 polimero fotossensivel utilizando acetona deixando os contactos,
pistas e p-elétrodos expostos. Recorreu-se a Pl para encapsular a sonda e torna-la biocompativel [4].
Jason chegou a conclusao, realizando experiéncias /n vivo que os p-elétrodos sao compativeis com o

ambiente salino do tecido cerebral [4].
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2.7.Dispositivos optogenéticos

As opsinas sao inseridas no tecido celular do cérebro do rato e, uma vez que marquem 0 grupo
de neurdnios alvo, sao necessarios dispositivos optogenéticos que realizem a estimulacdo/inibicéo
profunda do cérebro através da luz. A esses dispositivos da-se o nome de optrodes e tém como funcao
ativar molecularmente as opsinas. Existem diferentes técnicas de emissdo de luz para aplicacées em
especifico que necessitem de determinado comprimento de onda e realizem o controlo espacial, temporal
e espetral. Entre as fontes de luz encontram-se o laser, u-LED e fontes incandescentes que chegam aos
neuronios através de guias de onda ou fibra ética [9].

Os dispositivos de estimulacao 6tica podem estar integrados na sonda neuronal ou inseridos
separadamente. Um dos maiores problemas dos dispositivos oticos que sao inseridos separadamente é
o facto de terem de ser colocados, manualmente, o mais préximo possivel das sondas de gravacao da
atividade neuronal. A insercdo manual torna dificil controlar com preciséo a localizacdo dos dispositivos
para uma correta gravacdo da atividade neuronal por parte dos optrodes [9]. A estimulacdo cerebral

recorrendo a optogenética pode ser realizada em experiéncias /in vivo e in vitro [9].

2.7.1.Fibra otica

A fibra ética € um dos métodos utilizados para conduzir a luz proveniente das fontes até areas
profundas do cérebro sem causar danos a nivel celular ou que perturbem o normal comportamento do
animal em estudo [1]. A fibra 6tica sdo cabos flexiveis feitos de um material transparente que atua como
condutor de onda da luz. As propriedades do material escolhido para o cabo de fibra influenciam
diretamente todo o sistema em que a fibra 6tica se encontra integrado. Carateristicas como as dimensdes
ou propriedades éticas do cabo irdo influenciar a geometria e intensidade da luz emitida no cérebro [1].

Os cabos de fibra otica podem ser introduzidos diretamente na regido do cérebro ap6s uma
operacdo ou através da insercdo de uma canula (tubo de plastico, metal ou borracha) precedente
também de uma pequena intervencao cirurgica. Nas experiéncias de longa duracao ou em implantes
cronicos sao inseridos no cérebro um cabo curto de fibra ética acoplado a um metal na sua ponta (ver

figura 22). O comprimento do cabo da fibra ética pode ser escolhido de acordo com o pretendido [1].
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Figura 22: Cabo de fibra ¢tica para implante crénico desenvolvido na Universidade de Harvard [1].

Em 2007 Alexander e outros investigadores foram pioneiros na utilizacdo da fibra dtica para a
estimulacdo das células do tecido neuronal [1]. Desenvolveram uma interface ética neuronal e colocaram-
na no cranio de um rato. Optaram por um diodo emissor de luz azul acoplado a um cabo de fibra é6tica
com 200 um de didametro, poténcia de 20 mW e com um comprimento de onda na ordem dos 473 nm.
A intensidade luminosa proporcionada pela fibra ética era de, aproximadamente, 380 mW/mm?, sendo
suficientemente elevada para excitar os neuronios marcados com ChR2+ sem colocar em risco o tecido
cerebral [1].

A guia de fibra (representada na figura 23) tem duas finalidades: numa primeira instancia injetou-
se 0 ChR2+ na regiao requerida do tecido neuronal através da guia de fibra [1]. O outro propésito passou
pela insercdo do cabo de fibra ética dentro da guia de fibra para posterior iluminacdo das células
marcadas com a proteina de ChR2+ [1]. Os testes realizados tinham o intuito de testar se a estimulacao
otica influenciava a parte motora do animal. Assim, o objetivo passou por estudar a deflexdo dos bigodes
do rato em resposta a estimulacado otica. Apos a ativacao da opsina (ChR2+) através da luz azul verificou-
se um desvio de 10° comparativamente a posicdo inicial dos bigodes. O esquema da interface de
estimulacéo otica encontra-se representado na figura 23 [1]. Os resultados revelaram que a estimulacéo
otica influencia a parte motora do animal, permitindo ainda uma maior seletividade do grupo de neurénios

a ser controlado comparativamente a estimulacao elétrica [1].
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Figura 23: Esquema da interface ética neuronal inserido no cranio de um rato [1].

2.7.2.Guia de onda

As guias de onda sdo, a par da fibra 6tica, uma das formas mais utilizadas para a entrega de luz
as zonas pretendidas do cérebro [25]. Os dispositivos com guias de onda sao escolhidos em detrimento
da fibra 6tica devido as vantagens que apresentam. A utilizacdo da fibra dtica impde o uso de um
dispositivo para gravacao (sonda neuronal) e outro ético (fibra otica). Esta exigéncia faz com que a
interface de estimulacéo 6tica tenha uma dimensao maior, seja mais rigida e danifique os neuronios
aquando da sua insercédo no cranio. A utilizacao da guia de onda integrada na sonda neuronal procura
responder a este problema [25].

Em 2010, Joo Cho em conjunto com Baac e Yoon, desenvolveram um optrode com guia de onda
integrada para estimulacdo otica [25]. Este optrode permitia a monotorizacdo e gravacéo da atividade
extracelular [25]. O material utilizado no optrode foi 0 SU-8 com revestimento em 6xido [25]. O optrode
era constituido pela guia de onda integrada desde o topo da agulha e conectada a um cabo de fibra 6tica
localizado na parte externa do cranio. O cabo de fibra dtica serviu para conduzir a luz desde uma fonte
de luz até a guia de onda [25].

0 modelo do optrode (ver figura 24) baseou-se nas sondas de Michigan, diferindo apenas na
incorporacao de uma camada de revestimento de SiO, para minimizar as perdas de propagacao da luz
nas guias de onda por refracdo [25]. O optrode apresenta 14 elétrodos de Ir com o objetivo de gravar e
monitorizar externamente a atividade neuronal. As pistas do optrode eram feitas de polisilicio, realizando
a comunicacao entre os elétrodos e os contactos. A base do substrato do optrode era constituida por Si
dopado de boro com uma camada de 12 um e uma guia de onda com 5 um de espessura. A espessura
final da sonda fixou-se abaixo 20 um, sendo possivel a sua insercao no tecido neuronal sem causar

danos adversos as células [25]. A luz foi emitida com um comprimento de onda de 475 nm e uma
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poténcia de 0.31 mW a saida da guia de onda. A impedancia medida apés mergulhar a sonda numa
solucéo salina foi de, aproximadamente, 1.49 MQ a frequéncia de 1 kHz. O protétipo final pode ser visto

na figura 24 [25].
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Figura 24: Optrode com guia de onda integrado [25].

2.7.3.u-LED’s

Os -LED's sdo outra alternativa utilizada na optogenética como fonte de luz. Este dispositivo
apresenta vantagens como a facil modulacao do sinal para a frequéncia pretendida, simplicidade e baixo
custo [7]. Ademais, os circuitos de eletronica auxiliares ao correto funcionamento dos p-LED’s sao
simples. Apesar disto, sdo necessarios cuidados quando o dispositivo é utilizado proximo dos tecidos /n
vivo devido ao calor dissipado pelo sobreaquecimento do -LED [7].

Os u-LED’s destacam-se das outras fontes de luz pela resolucao espacial e temporal com que
conseguem excitar os neuronios [7]. A sua integracdo em dispositivos optogenéticos permite atingir e
estimular zonas profundas do cérebro [7]. Dependendo da poténcia de saida do u-LED e da poténcia
requerida para a ativacao das opsinas, a resolucdo de estimulacao pode limitar-se as dezenas de
micrémetros [7]. A integracao do U-LED no optrode permite o desenvolvimento de dispositivos sem-fios,
0 que ira melhorar a mobilidade dos animais durante as experiéncias /17 vivo, realizando a estimulacéo e
gravacao da atividade neuronal com sucesso [7].

O optrode desenvolvido por Fan Wu ef a/¢ constituido por 4 agulhas com 3 u-LED’s integrados
e 8 pontos de leitura em cada uma delas (figura 25) [7]. Os 3 u-LED’s apresentam dimensdes de 10 um

x 15 pum (comprimento x largura) e emitem luz azul com um comprimento de onda de 460 nm sendo
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responsaveis pela ativacdo da opsina ChR2 [7]. Os pontos de gravacéo sao de Ti e Ir com dimensdes de

11 pum x 13 pum (comprimento x largura).

Figura 25: a) Imagem do optrode pronto a ser implantado no tecido neuronal; b) imagem da agulha do
optrode com os U-LED’s acesos; c) ponta da agulha e dimensoes [7].

Comparando com o macro LED, o tamanho reduzido do u-LED pode ajudar na distribuicdo da
corrente através da camada de niquel (Ni) e Ti, levando a emissado de luz uniforme (figura 26) [7]. Como
referéncia, uma poténcia o6tica de saida de 0.15 mW corresponde a 1 mW/mm:? na superficie do p-LED
(150 um?) [7]. Esta intensidade é suficiente para a ativacao da opsina ChR?2 e foi conseguida aplicando

uma corrente de 8 pA [26].

01
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Figura 26: A esquerda é apresentada a distribuicdo da intensidade do |-LED e & direita é apresentada a
distribuicao da poténcia dtica do u-LED durante a estimulacao ética no cérebro [7].

A arquitetura de sonda planar é uma plataforma ideal para a integracao de o¢tica, devido a
versatilidade dos processos de microfabricacdo existentes, possibilitando a formacdo de multiplas
camadas de componentes ativos. A figura 27 mostra o processo de fabrico do optrode desenvolvido por
Fan Wu et a/ em substrato de Si [7]. Ao contrario das sondas flexiveis a rigidez das agulhas e seus

componentes integrados permanecem intactos apds o implante, fornecendo maior precisdo durante a
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estimulacao e gravacao. O u-LED tem menos de 0.5 um de espessura, sendo de uma ordem de grandeza
menor do que as fibras dticas ou guias de onda para danos de insercao reduzidos.

Semelhante a tecnologia laser, nos P-LED’s apenas é escolhida uma determinada gama de cores
que emitam a poténcia adequada para a excitacdo do tecido neuronal [27]. Nas experiéncias
optogenéticas /in vitro os U-LED’s sao usados para estimular células de forma individual. No caso dos
ensaios /n vivo sao utilizados no interior do cabo de fibra ética que se encontra colocado no cérebro do
animal [27].

As possiveis aplicacdes dos u-LED’s incluem o seu implante ou colocacao em cima do tecido
neuronal (com o cuidado necessario para nao ocorrer dissipacao de calor) ou ainda a sua montagem de
forma permanente num cabo de fibra 6tica [13]. Na figura 28 encontra-se uma matriz 10 x 10 de u-
elétrodos com a incorporacdo de um p-LED para estimulacao otica por cima da superficie do tecido

neuronal [13].

4

Figura 27: Processo de fabrico do optrode a) camadas p-GaN, n-GaN depositadas numa bolacha de Si
(111); b) zona destinada ao u-LED e abertura de contato de n-GaN; c) padronizacao de Ti/Al/Ti/Au
para linhas de interconexdo; d) deposicao de SiO, no local do p-LED; e) deposicao de camada dupla de
oxido e padronizacao de elétrodos de Ti/Ir; f) DRIE para definir as dimensdes da haste do optrode; g)
desbaste traseiro para libertar as sondas da bolacha de Si [7].
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b

Figura 28: Matriz 10 x 10 elétrodos para estimulacao otica [13].

2.7.4.Laser

No decorrer da ultima década o uso da tecnologia otica aplicada a medicina tem sido uma
realidade. O laser foi utilizado com o intuito de causar alteracdes fotoquimicas, fototérmicas ou
fotomecanicas nos tecidos bioldgicos [28]. Estas mudancas eram conseguidas através da alteracao de
certas propriedades como a intensidade, tempo de aplicacao ou do comprimento de onda do laser. Em
2004 Niemz conduziu diversos estudos no ramo das aplicacdes médicas utilizando este método [28].
Entre as areas destacam-se a dermatologia, urologia ou ortopedia.

A tecnologia laser € uma alternativa aliciante para diversas aplicacdes do ramo da optogenética
devido a sua resolucdo espetral (menor do que 1 nm), permitindo chegar muito préximo do pico de
ativacdo das opsinas [28]. De entre os diversos dispositivos que usam a tecnologia laser, os mais
utilizados séo os diodos devido a facil modulacdo na gama dos quilohertz. A poténcia adotada para esta
tecnologia é de cerca de 100 mW, permitindo a modulacdo analogica da poténcia de saida sem grandes
perdas de transmissao [28].

Em 2012, Fan Wu em conjunto com outros investigadores, desenvolveu uma sonda neuronal
com elétrodos de gravacao recorrendo a diodos laser como fontes de luz para estimulacao otica [28]. A
base do optrode era Si com oito elétrodos de gravacdo e uma guia de onda integrada composta pelo
polimero SU-8. A técnica de fotolitrografia foi empregue para o fabrico do optrode, providenciando as
dimensdes minimas para que fossem colocados todos os componentes necessarios. Além da sonda
neuronal e da guia de onda integrada, encontrava-se acoplado a este sistema um cabo de fibra 6tica,
realizando a transmissdo da luz entre a fonte emissora de luz (diodo laser) e a guia de onda. A espessura
final da sonda neuronal rondou os 15 um. Os comprimentos de onda emitidos pelo diodo laser foram de

473 nm e de 593 nm para excitacdo e inibicdo celular, respetivamente. Nesta experiéncia os
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investigadores tiveram em conta o alinhamento entre a fibra 6tica e a guia de onda de forma a minimizar
as perdas de transmissao de luz entre os dois cabos. A morfologia da sonda neuronal pode ser vista na

figura 29 [28].

Figura 29: Sonda neuronal com diodo laser como fonte emissora de luz [28].

2.7.5.Lampadas incandescentes

As lampadas de incandescéncia tradicionais de dimensdes microscopicas podem ser utilizadas
como fontes de estimulacao otica [9]. Este tipo de fonte de luz providencia pulsos com duracdo de 1 ms,
estando apenas limitado a acao de ligar/desligar, nao permitindo controlo de luminosidade como
acontece em alguns lasers ou LED’s [9].

As lampadas incandescentes sao utilizadas em experiéncias optogenéticas, tendo a vantagem

de se poder aplicar um filtro passa banda consoante o comprimento de onda pretendido [9].
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No presente capitulo abordam-se os métodos e metodologias utilizados no desenvolvimento do
optrode com p-LED integrado. Os métodos e técnicas empregues tém como base os estudos
apresentados no capitulo anterior e os recursos disponiveis no laboratério. Ao longo deste capitulo sdo
apresentados 0 modelo e requisitos propostos. Seguem-se os materiais e técnicas adotados no fabrico

do optrode.

3.1.Modelo do optrode

Na etapa precedente aos processos de fabrico do optrode existe uma série de aspetos que devem
ser considerados de acordo com a finalidade requerida para o dispositivo optogenético. O desenho
geomeétrico da sonda é dependente de uma série de critérios entre 0os quais a profundidade a atingir
durante a implantagdo neuronal, a disposicao espacial e a densidade de p-elétrodos de forma a potenciar
a0 maximo a gravacao de informacao neuronal.

Os materiais utilizados no processo de fabrico devem ser ponderados de acordo com as suas
propriedades mecanicas, quimicas e elétricas. A uniao entre a selecao de materiais e o desenho da
estrutura tém influencia direta nas tecnologias e técnicas de microfabricacdo a serem empregues, pelo
que devem ser ponderados. Os processos intrinsecos ao fabrico do optrode devem ser considerados de

acordo com a reprodutibilidade, custo e disponibilidade de recursos.

3.1.1.Requisitos do optrode

Os requisitos do optrode sao definidos de acordo com a finalidade do dispositivo. A sonda sera
utilizada para estimulacdo profunda e gravacao da atividade cerebral. A estrutura do optrode deve
apresentar uma geometria que facilite a insercdo do dispositivo no cérebro e acomodacao ao tecido
neuronal [13]. Em neurociéncia & importante que os implantes neuronais detenham a menor area de
contacto possivel com o tecido neuronal de forma a minimizar os danos causados pela implantacao [13].
Por outro lado, a area de contacto tem de ser grande o suficiente para sustentar o maior numero de -
elétrodos possiveis a fim de abranger o maximo de locais de gravacao e redundancia [13].

O optrode a ser desenvolvido tera como propésito o estudo de doencas do foro mental, pelo que

sera implantado cronicamente no rato durante um periodo de tempo que pode ser superior a um més
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[4]. O animal utilizado com maior frequéncia nas experiéncias laboratoriais no campo da neurociéncia é
o0 rato. A sua ampla utilizacao deve-se ao facto de os ratos apresentarem uma organizacao do DNA
semelhante aos seres humanos e padecerem de doencas tais como o Parkinson, Alzheimerou ansiedade
[29]. Outras carateristicas como serem pequenos, de facil reproducao e elevada resisténcia a doencas
fazem dos ratos excelentes candidatos para serem utilizados em investigacdo [29]. Durante o tempo em
que se encontra implantado, o optrode pode efetuar dois tipos de leitura: potencial de acdo e potencial
local. O potencial de acdo diz respeito a gravacdo de impulsos que sdo emitidos por apenas uma célula.
O potencial local ¢ a leitura da atividade extracelular de um conjunto de neuronios [30]. Na leitura do
potencial de acdo é requerido que os p-elétrodos estejam situados a uma distancia menor do que 20
um do neurdnio pretendido (figura 30 b)). Este requisito indica que a espessura do encapsulamento do
optrode nao devera ser superior a 20 um. No potencial local a leitura da atividade extracelular é feita

num raio maximo de 500 um (figura 30a)) [30].

Figura 30: llustracdo das leituras: a) do potencial local; b) do potencial de acéo.

Para estimulacdo/gravacao profunda do cérebro, o optrode devera atingir uma profundidade de,
pelo menos, 2 mm de forma a atingir a zona do hipocampo do rato (ver figura 31). O hipocampo esta
relacionado com a aprendizagem de conteudos e criacdo de novas memorias, situando-se no cérebro

entre os 2 e 0s 4.6 mm de profundidade [31].
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Hipocampo

A
Figura 31: Representacdo esquematica do cérebro de um rato onde ficara implantado o optrode [14].

O optrode com o p-LED integrado utilizara a luz emitida para estimular as células neuronais
através da ativacdo de opsinas. A opsina alvo designa-se por channelrhodopsin-2 (ChR2) e depende de
dois parametros para ser ativada: comprimento de onda e poténcia ética. O comprimento de onda da luz
deve compreender valores entre 400 e 500 nm [27]. A poténcia minima para ocorrer estimulacdo nos
tecidos neuronais ¢ de 1 mW/mmz [32]. O fotodiodo FDS100-CAL da Thorlabs em conjunto com o
medidor de poténcia (Power Meter 1918-R) sera utilizado na medicao da poténcia dtica do u-LED. A
formula para o calculo da poténcia otica ¢ dada pela equacdo 1 onde | é a corrente produzida pelo

fotodiodo e Ra ¢ a responsividade do fotodiodo num determinado comprimento de onda (A).

P=— Equacao 1

P = poténcia otica (W);
| = corrente do fotodiodo;

Rx = responsividade (A/W).

O W-LED escolhido devera cumprir as carateristicas de comprimento de onda e poténcia 6tica
previamente designadas. Como tal selecionaram-se dois U-LED's para testes: ELC-470-37 da empresa
Roithner Lasertechnik GmbH e C470DA2432 da empresa Cree Inc. O proposito passa por descobrir qual

dos dois apresenta melhores atributos (comprimento de onda, poténcia emitida, angulo de emissao) para
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realizar a ativacao da opsina ChR2. Os u-LED’s e as suas dimensdes encontram-se representados na
figura 32 e figura 33. O u-LED C470DA2432 (figura 33) apresenta dimensdes ligeiramente menores do
que o U-LED ELC-470-37 (figura 32), um fator importante no espaco ocupado pelo u-LED no optrode.

b)

Figura 32: u-LED ELC-470-37: a) parte frontal e dimensoes; b) base do u-LED e dimensdes dos
contactos.

165,85 pm

60,70 me[

246,07 pm [

105,69 pm
|
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a) b)

Figura 33: u-LED C470DA232: a) parte frontal e dimensdes: b) base do u-LED e dimensdes dos
contactos.

O optrode devera reunir um conjunto de requisitos de forma a manter viaveis as funcdes de
estimulacdo e gravacao durante o maior tempo possivel. Os requisitos foram definidos com base numa
reflexao dos pontos anteriores:

I. O material do substrato do optrode devera ser suficientemente robusto para ser inserido
no cérebro sem partir;
Il. O optrode devera apresentar uma geometria que facilite a insercdo e acomodacao aos
M-movimentos do tecido neuronal;
lll. O material da agulha do optrode tera de ser biocompativel e resistente as condicdes ao

qual estara sujeito durante o tempo de implantacao;
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IV.  As tecnologias a serem empregues no fabrico do dispositivo optogenético deverao ter
em conta o custo, a simplicidade e a reprodutibilidade, sabendo que o dispositivo é fragil
e pode ser danificado facilmente;

V. O u-LED devera emitir luz com um comprimento de onda entre os 400 e 500 nm e

poténcia superior a 1 mW/mm:? para ocorrer estimulacao otica dos tecidos neuronais.

3.1.2.Prototipo

0O modelo adotado para o optrode encontra-se representado na figura 34. O modelo foi
desenhado consoante os requisitos impostos no subcapitulo anterior. O optrode é constituido por duas
partes, a base e a agulha. A agulha ¢ a parte do optrode que ficara inserido no cérebro do rato, em
contacto com o tecido neuronal. A agulha detém 10 p-elétrodos que apresentam dimensdes de 50 um
x 50 pm (comprimento x largura) cada um. Os contactos para integracdo do u-LED apresentam
dimensodes de 100 um x 100 um (comprimento x largura) cada um. As dimensdes e distribuicao dos -
elétrodos na agulha tem como objetivo ter a disposicao o maior numero possivel de pontos de leitura dos
potenciais neuronais no minimo espaco possivel, tendo em conta as restricdes de fabrico. Apds excitacdo
celular, a informacédo gravada pelos -elétrodos sera transmitida através de pistas até aos contactos
localizados na base. Os contactos estarao ligados a um circuito eletronico exterior onde as informacdes

recolhidas da atividade neuronal serdo analisadas.

— 3 mm

Agulha -
I Contacto 11.39 mm

[Ip-elétrode  [] pLED

Figura 34: Representacéo do modelo proposto para o optrode.
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3.2.Materiais

A concecdo do optrode envolve a selecao de diferentes materiais de acordo com as suas
propriedades fisicas e funcao para a qual sao designados. Nas propriedades fisicas do material
consideram-se as carateristicas a nivel mecanico, elétrico, quimico e dtico. O presente optrode é
fragmentado em trés partes: o substrato, os p-elétrodos e o encapsulamento. A escolha do substrato é
de extrema relevancia pois sera o suporte do optrode. O material constituinte do substrato devera deter
rigidez suficiente para perfurar o cérebro e aguentar a tensao exercida sobre toda a sonda sem que esta
quebre. Os p-elétrodos sao constituidos por um transdutor i6nico biocompativel capaz de aguentar o
contacto com o tecido neuronal sem se degradar. O encapsulamento tem de ser composto por um
material isolante elétrico e biocompativel afim de nao fazer curto-circuitos e ndo desencadear reacdes

alérgicas aquando do contacto com o tecido neuronal.

3.2.1.Substrato

0 material selecionado como substrato do optrode foi 0 Si porque confere integridade ao optrode
e é compativel com os processos de microfabricacdo a ser utilizados. No substrato de Si serdo
padronizados os P-elétrodos, contactos e pistas. Os p-elétrodos estdo situados na ponta da agulha do
optrode e vao receber as informacdes da atividade neuronal sobre a forma de impulsos elétricos. Essa
informacao é conduzida desde os l-elétrodos até aos contactos, localizados na base do optrode, através
das pistas. O Si apresenta, além de vantagens econdmicas e excelentes carateristicas semicondutoras,
boas propriedades mecanicas. O Si apresenta elevada resisténcia mecéanica (relativamente a materiais
como 0 aco ou aluminio, por exemplo) quando aplicadas tensdes [33]. A resisténcia mecanica de um
material corresponde a tensdo maxima aplicada ao material antes da sua rutura. O calculo da resisténcia
mecanica ¢ dado pela divisdo da forca maxima suportada pelo material pela area de seccdo na qual a

forca esta a ser aplicada equacao 2.

Tensao (MPa) = FOLa(N) Equacéo 2
Area (m2) quac

O optrode tera de ser resistente o suficiente aquando da sua implantacao no tecido neuronal,
sem partir. O médulo de elasticidade ou modulo de Young (E) é o coeficiente entre a tensdo aplicada e

a deformacdo elastica dai resultante (figura 35). O mddulo de elasticidade esta também relacionado com
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a rigidez do material: quanto maior o modulo de elasticidade, maior a sua rigidez. A equacao 3 traduz o

modulo de elasticidade.

Equacao 3

ey
[l
SE

E = modulo de elasticidade (Pa);

F= forca exercida (N);

A = area (m?);

AL = diferenca entre o comprimento original e o comprimento apds deformacéo (m);

L = comprimento original do objeto (m).

Figura 35: Objeto: a) antes de ser sujeito a uma forca; b) resultado da deformacao quando sujeito a
forcas distensiveis.

Na presente dissertacao é requerido que o modulo de elasticidade do material da sonda neuronal
seja superior ao do cérebro. O Si apresenta um modulo de elasticidade (165 GPa) [33], bastante superior
ao do cérebro (15 kPa) [33], pelo que o optrode tem condicdes de penetrar o cérebro sem quebrar.

A resisténcia mecanica encontra-se relacionada com a deformacao que o material pode conceber
sem partir. A deformacéao elastica (g) é proporcional a tensao (o) dentro de certos limites (tensdo limite
de proporcionalidade na figura 36). Na zona elastica quando o corpo deixa de estar sujeito a forcas
retorna ao estado normal. Neste caso, o Si € um material que se deforma pouco e, quando esta sujeito

a tensdes superiores aquelas que consegue suportar (tensdo maxima sem partir na figura 36), quebra.

oc=E=x¢ (4)

o = tensao (N/mm?);

E = modulo de elasticidade (Pa);

€ = deformacao elastica.
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A
Y

Zona elastica Zona pldstica

Fratura
1) Tens3o méxima sem
- partir
“w
c
] g
= Tensdo limite de
proporcionalidade

.
>

Deformagdo (g) X

Figura 36: Curva tipica tensao/deformacao de um material [34].

Para garantir o isolamento elétrico entre o Si e os metais padronizados por cima, sera utilizada
uma camada de SiO, [35]. A escolha da bolacha de Si decai sobre trés vertentes: a espessura, o tipo de
dopagem e a orientacao dos cristais de Si. A espessura da bolacha de Si tem de ser suficientemente
elevada para suportar todos os processos de fabrico do optrode sem partir. A bolacha de Si tem
espessura de 525 + 25 um, é polida de um dos lados, e tem depositado sobre ele um filme de SiO, com
1 um de espessura. A escolha da bolacha de Si do tipo n (100) baseou-se nas experiéncias de corte
realizadas anteriormente. As bolachas de Si do tipo n (100) apresentam uma resisténcia superior a

quebra durante o corte, relativamente as restantes, devido ao indice de Miller (figura 37).

Figura 37: Orientacao dos cristais das bolachas de Si do tipo n e tipo p segundo o respetivo indice de
Miller (a vermelho).
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3.2.2.-elétrodos

Os p-elétrodos serao constituidos por um material biocompativel e com baixa impedancia (< 1
MQ a 1 kHz) para que seja possivel realizar a transicéo de ides entre o pl-elétrodo e o tecido neuronal.
Um p-elétrodo de Pt, nas gravacoes /n vivo, devera apresentar uma elevada injecao de cargas e ser
biocompativel. Além destas propriedades, a Pt detém boa condutividade elétrica, resisténcia ao eletrolito
e é tolerante a ataques quimicos [36].

A Pt devera ser utilizada como transdutor i6nico de cargas, no entanto, foram acrescentados um
filme-fino de Ti e outro de Al no fabrico dos p-elétrodos. Para simplificar o processo de fabrico, os p-
elétrodos e os contactos para o Y-LED deverao ser depositados ao mesmo tempo. O Al é utilizado para
reduzir a resisténcia dos filmes-finos, o que permite reduzir o tamanho das pistas do P-LED. O Ti é
utilizado como camada de adesao entre o Al e o SiO,. O ultimo filme a ser depositado é a Pt, por cima

do Al, tendo em conta que é o material que efetuara a transducao ionica.

3.2.3.Encapsulamento

O material utilizado para encapsular a sonda neuronal tera como objetivo conceder ao dispositivo
biocompatibilidade e isolamento elétrico. O intuito sera encapsular as zonas que estdo em contacto com
o tecido neuronal, deixando os locais dos p-elétrodos expostos, de forma a nao desencadear reacoes
adversas aquando da implantacdo da sonda. As reacoes alérgicas desencadeadas por um material nao
biocompativel induzem leituras erradas, por parte dos p-elétrodos, dos sinais provenientes da atividade
neuronal. Outro aspeto a ter em atencéo é o facto de o material de encapsulamento atuar como protecéo
contra a corrosédo da estrutura durante o tempo em que a sonda neuronal se encontra implantada.
Utilizaram-se dois materiais para o encapsulamento da agulha da sonda neuronal: o nitreto de silicio
(SisN,) e o PDMS. O material utilizado para o encapsulamento da parte de cima da agulha do optrode
(onde estao os p-elétrodos) foi o SisN.. O Si;N, apresenta resisténcia mecanica e dureza elevadas bem
como boa estabilidade quimica, sendo inerte a maioria das solucdes corrosivas [37]. A parte de baixo da
agulha sera encapsulada com PDMS. O PDMS é um polimero viscoso e um material usado atualmente
nas industrias da biomédica e microeletrdnica devido a sua biocompatibilidade, baixo custo e cura a

temperatura ambiente.
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3.3.Tecnologias

No fabrico do optrode recorreu-se a um conjunto de tecnologias ou técnicas de microfabricacao,
balanceando entre o custo, disponibilidade no laboratorio e capacidade de reproducao. Utilizaram-se
diversas tecnologias, no entanto, sdo destacadas trés: fotolitografia, deposicao fisica de vapor (PVD) e
corte com lamina. As restantes serdo mencionadas aquando da descricdo mais detalhada do fabrico do

optrode.

3.3.1.Fotolitografia

A fotolitografia ¢ uma técnica que utiliza a luz e uma mascara otica para a padronizacdo de
figuras geométricas numa superficie. No processo de fabrico do optrode, a fotolitografia sera utilizada
para padronizacdo de pistas, contactos e encapsulamento no substrato de Si/SiO,. O processo de
padronizacdo envolve a utilizacdo de um polimero fotossensivel negativo ou positivo. A deposicdo do
polimero é seguida de exposicao ultravioleta e processo de revelacdo. No caso do polimero fotossensivel
positivo as zonas expostas a luz ultravioleta tornam-se soluveis quando mergulhadas na solucao de

revelacao, ficando no final as zonas que nao foram expostas a luz (ver figura 38).

Substrato

Substrato

Figura 38: Exposicao do polimero fotossensivel positivo a luz UV através de uma mascara de luz e
respetivo resultado.

No polimero fotossensivel negativo as regides expostas a luz padecem do fendmeno de ligacao
cruzada. As areas expostas permanecem rigidas, nao ficando diluidas no revelador. No final do processo

de revelacao ficam as regides que foram expostas a luz ultravioleta (ver figura 39).
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Figura 39: Exposicao do polimero fotossensivel negativo a luz UV através de uma mascara de luz e
respetivo resultado.

No processo de fotolitografia existem trés diferentes técnicas que podem ser empregues:

i.  Técnica subtrativa — o polimero fotossensivel é colocado sobre um filme-fino e de seguida
realiza-se 0 processo por corrosao. No final o polimero fotossensivel é removido,
permanecendo os locais de interesse com o filme desejado [38];

i. Técnica aditiva — o polimero fotossensivel é depositado sobre o substrato de Si. De
seguida é depositado sobre o polimero o filme do material desejado. Por fim é realizado
0 processo de /ift-off[38];

iii.  Técnica de modificacdo — o polimero fotossensivel expde ou protege a area que €
modificada através de dopagem, cura ou recozimento [38].

A técnica a ser utilizada sera a aditiva, visto que nao subsistem no laboratorio recursos
disponiveis para a realizacdo da corrosao de Pt.

A deposicdo do polimero fotossensivel serad realizada através do aparelho de centrifugacéo
POLOS que se encontra disponivel no laboratério (figura 40 a)). A utilizacao deste aparelho permite uma
rapida deposicdo de polimeros fotossensiveis no substrato. A espessura do polimero a ser depositado
pode ser controlada através da introducao de parametros como a velocidade de rotacado, aceleracao e
tempo.

Nos processos de cura do polimero fotossensivel utilizou-se uma placa de aquecimento de
precisdo Praitherm PZ23-2 da empresa Harry Gestigkeit GmbH. A imagem da placa de aquecimento

encontra-se representada na figura 40 b).
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Figura 40: Equipamento: a) de centrifugacao POLOS utilizado para deposicao do polimero
fotossensivel; b) placa de aquecimento Praitherm PZ23-2 da empresa Harry Gestigkeit GmbH.

A exposicao da amostra a luz UV para a padronizacao dos p-elétrodos, pistas e contactos foi
realizada através do equipamento Karl SUSS MUB3 (figura 41). O equipamento de exposicdo emite

comprimentos de onda de 365 nm ou 405 nm e permite alinhar as amostras com a respetiva mascara.

Figura 41: Equipamento para exposicado de luz UV (Karl SUSS MUB3,).
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3.3.2.Corte com lamina

Na area de microeletronica existem diversas técnicas que sdo empregues no corte de estruturas
em bolachas de Si. As técnicas utilizadas podem ser mecanicas ou quimicas. No corte do optrode optou-
se por uma técnica mecanica de forma a ndo modificar as propriedades do substrato de Si. Entre as
técnicas de corte mecéanicas destacam-se o corte a laser, riscar e partir a bolacha de Si e, por fim, o
corte com lamina [39]. O processo escolhido para definir a estrutura do optrode foi o corte com lamina.
Esta tecnologia comporta uma série de carateristicas interessantes como a precisao no corte, o baixo
custo, simplicidade e repetibilidade no processo [39].

O dispositivo utilizado para cortar as bolachas de Si foi o DAD-2H/6T da DISCO Corporation,
(figura 42) equipado com a lamina Z09-SD2000-Y1-90 revestida de diamante que pode atingir
velocidades de rotacdo entre os 3000 rpm e 5000 rpm. A representacao figurativa do processo de corte

pode ser vista na figura 42.

Diregao do movimento
da lamina

g
.

b)

Figura 42: a) Equipamento utilizado para o corte com lamina da estrutura do optrode (DISCO DAD-
2H/6T); b) Representacdo do corte com lamina e respetivos parametros de entrada.

Durante o processo de corte, a lamina é constantemente arrefecida através de agua desionizada.
A qualidade de corte da bolacha de Si é influenciada pela velocidade de rotacdo da lamina, pelo fluxo de
agua que é despendido sob a bolacha de Si e pela velocidade que a amostra passa através da lamina
durante o corte. No decorrer do corte é importante que a amostra de Si se encontre fixa para que o golpe
seja feito sem problemas. Para fixar a bolacha de Si utiliza-se uma fita adesiva em contacto com a mesa,

realizando de seguida vacuo. O alinhamento da amostra pode ser feito com recurso a um microscopico
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a uma luz infravermelha de referéncia. Os parametros a programar durante o processo de corte podem

ser vistos na tabela 3.

Tabela 3: Parametros a introduzir no dispositivo de corte e a respetiva funcgéo.

Eixo das Funcao
coordenadas
X Define o comprimento do corte
Y Define a distancia entre os dois cortes realizados numa mesma sessao
Z Define a profundidade do corte
R Define a rotacdo da mesa (utilizada no corte do bico da agulha)

3.3.3.Deposicao fisica de vapor (PVD)

A deposicao fisica de vapor ¢ um método de deposicdo onde atomos ou moléculas sao
evaporados de um material liquido ou solido. O material sera transportado sobre o estado fisico de vapor
dentro de uma cadmara em vacuo ou com baixa pressao, acabando depositado num substrato [40].

A deposicao através do método PVD pode ser somente de um ou de diversos materiais. A
deposicao fisica de vapor apresenta também a carateristica de permitir a deposicdo de filmes-finos a
temperaturas elevadas. O método PVD apresenta vantagens relativamente a evaporacdo térmica,

possibilitando altas taxas de deposicdo e evaporacdo a temperaturas baixas [41].

Feixe de eletroes

A deposicao através de feixes de eletrdes € uma das técnicas de deposicao fisica de vapor
desenvolvida com o intuito de depositar uma ou mais substancias num substrato. O método de deposicao
por feixe de eletroes ¢ utilizado para a producdo de revestimentos de motores de avido, componentes
eletronicos ou material detetor de infravermelhos para a temperatura ambiente devido a sua resisténcia
a elevadas temperaturas e resisténcia ao desgaste [42]. A técnica de deposicdo por feixe de eletrdes
permite a deposicao de filmes finos de grande densidade e boa ades&o ao substrato [42].

O método de deposicdo por feixe de eletrdes apresenta vantagens relativamente aos outros
processos de deposicao fisica de vapor pelo facto de ser mais eficiente e apresentar custos mais
reduzidos [42]. Esta técnica utiliza um feixe de eletrdes que embate a altas velocidades contra o material
alvo acabando por aquecé-lo e sublima-lo. As baixas pressoes a qual a cadmara se encontra faz com que

o material, em forma de vapor, suba e acabe depositado sobre o substrato (figura 43).
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| Substrato

Vacuo

Figura 43: Deposicao de um filme num substrato por feixe de eletrdes.

A técnica de deposicdo por feixe de eletrdes sera empregue na deposicao de Ti e Al. A utilizacéo
do feixe de eletroes deve-se a capacidade de aquecimento, a altas temperaturas, de materiais com um
ponto de fusdo elevado, permitindo elevadas taxas de deposicdo, contribuindo para um filme de alta

densidade com elevada ades&o ao substrato.

Pulverizacao catodica

A deposicdo de filmes-finos por pulverizacdo catddica é, a par do feixe de eletrdes, um dos
métodos de deposicdo fisica de vapor mais utilizados. A pulverizacdo catddica & empregue ndo s6 na
deposicao de filmes finos mas também na industria de producdo de semicondutores e também na
deposicao de Au para acabamentos decorativos, reldgios ou joias [43].

Na pulverizacao catddica o processo de deposicéo € realizado numa camara de vacuo na qual é
inicialmente introduzido, de forma controlada, um gas (figura 44). Os ides do gas introduzido sdo
energizados através da conciliacdo entre campos magnéticos e elétricos, formando um plasma. Os ides
do plasma sdo bombardeados contra o material alvo, libertando atomos do alvo que serao depositados

no substrato.
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Figura 44: Deposicao de um filme num substrato por pulverizacao catddica.

A técnica de deposicao através de pulverizacado catodica sera utilizada para a deposicao de filmes
de Pt e Si;N.. A técnica de deposicao catodica consegue preencher facilmente espacos devido a grande
area de incidéncia do feixe de ides no alvo, produzindo filmes com uniformidade em espessura [40]. A
camara de vacuo disponivel no laboratorio para deposicao de filmes através das técnicas de feixe de

eletrdes e de pulverizacao catodica pode ser vista na figura 45.

-

Figura 45: Camara de vacuo utilizada para a deposicao através de feixe de eletrdes e pulverizacao
catodica.

Optrode em silicio com p-LED integrado 50



4.Fabrico do optrode

O fabrico do optrode em substrato de Si compreende uma série de passos principais e
intermédios desde a microfabricacdo a caracterizacdo do dispositivo. Durante o processo de fabrico
existem fatores como a limpeza das amostras ou a temperatura ambiente que podem influenciar o
sucesso do resultado final. Com o objetivo de responder a eventuais falhas causadas por estes fatores,
em cada processo de fabrico, sdo produzidos quatro optrodes com o intuito de aumentar a producéo,
comprovando também o conceito de reprodutibilidade.

O presente capitulo aborda, de forma detalhada, as diferentes etapas necessarias para o fabrico
do optrode em substrato de Si com u-LED integrado. O primeiro passo sera a padronizacdo das pistas e
contactos numa amostra retangular de Si, previamente cortada, com as dimensdes de 75 mm x 30 mm
(comprimento x largura). Apds o primeiro processo litografico, segue-se a deposicdo dos filmes-finos e
posterior encapsulamento com o intuito de proteger as pistas e contactos durante o procedimento de
corte da estrutura. Concluidos os processos litograficos e de corte que definem a estrutura do optrode,
segue-se a etapa de acoplamento do u-LED no dispositivo. O resultado final consiste num optrode para
aplicacdo optogenética. O optrode é constituido por uma base com dimensdes de 3 mm x 3 mm
(comprimento x largura) e uma agulha em forma de bico com 8 mm de comprimento e 700 um de
largura. Na agulha encontram-se os p-elétrodos com dimensdes de 50 um x 50 pm (comprimento x
largura) e dois contactos para acoplar o u-LED. Os p-elétrodos encontram-se conectados a pistas com
espacamento e largura de 20 um. Ao longo dos subcapitulos serdo apresentados os métodos de fabrico
e os resultados obtidos em cada um. No final é apresentado um subcapitulo com depreciacdes gerais

dos resultados obtidos no processo de fabrico do optrode.

4.1.Preparacao das amostras

As bolachas de Si do tipo n sdo adquiridas com o formato da figura 46 a), apresentando
espessura de 525 + 25 um e didmetro de 4 polegadas. De forma a rentabilizar o material disponivel, o
primeiro passo consiste na divisdo da bolacha de Si em duas amostras retangulares utilizando a técnica
de corte com lamina. As amostras apresentam dimensdes de 30 mm de largura e 75 mm de
comprimento. O esquema de corte das bolachas de Si é apresentado na figura 46 a) e o resultado final

na figura 46 b).
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Figura 46: a) Processo de corte da bolacha de silicio; b) amostras apés corte com lamina.

4.2.Litografia para as pistas/contactos

Na litografia para padronizacao de pistas e contactos utilizou-se o polimero fotossensivel negativo
AZ® nLOF 2070 da empresa MicroChemicals. Os parametros de centrifugacédo foram otimizados para
obter espessura de 7 um. O processo litografico para a deposicao de pistas e contactos seguiu uma
sequéncia de etapas, otimizadas, com o intuito de conseguir um filme com as condicdes adequadas para
a deposicao de Ti, Al e Pt. A receita foi conseguida, e adaptada as condicdes oferecidas pelo laboratorio,
através da leitura e andlise da ficha de produto do polimero fotossensivel negativo AZ® nLOF 2070. De

seguida é apresentado o procedimento otimizado para a litografia das pistas/contactos.

4.2.1.Limpeza do substrato

Durante o corte com lamina é acumulado Si em pd na superficie da amostra bem como outras
impurezas presentes no ambiente onde se estdo a realizar os processos de fabrico. Como tal é necessario
garantir que a superficie da amostra se encontra limpa antes da deposi¢cdo do polimero fotossensivel
negativo no substrato. O primeiro passo de limpeza é utilizar um pedaco de papel embebido em acetona
e limpar suavemente a superficie das amostras para remover as sujidades maiores. De seguida
emergiram-se as amostras num banho de acetona com agitacao ultrassénica a 40 °C durante 20
minutos. O banho ultrassonico em acetona garante a limpeza de qualquer residuo organico nas amostras.
Depois do banho ultrassonico as amostras foram limpas com agua destilada, isopropanol (IPA) e
novamente com agua destilada. Por fim as quatro amostras foram secas com uma pistola de azoto.
Durante todo o processo de fabrico utilizaram-se recursos como luvas, mascara e bata para prevenir

contaminacdes da amostra por contacto ou respiracao. Apos a limpeza, a amostra é colocada na placa

Optrode em silicio com u-LED integrado 52



Fabrico do optrode

de aquecimento durante 20 minutos a 110 °C para desidratarem e promover a adesao do polimero

fotossensivel ao substrato.

4.2.2.Deposicao do polimero fotossensivel

No processo de /ift-offdefiniu-se que a espessura do polimero fotossensivel negativo (AZ® nLOF
2070) seria de 7 um (espessura suficiente para garantir a remocao do polimero apds as deposicdes). O
polimero fotossensivel devera ser deitado cuidadosamente e uniformemente na amostra para que ndo
ocorra a formacao de bolhas. A espessura do filme pode ser obtida através da insercdo dos seguintes

parametros no aparelho de centrifugacéo (tabela 4):

Tabela 4: Parametros do equipamento de centrifugacao para um filme de 7 um de AZ® nLOF 2070.

Parametros 1° Passo 2° Passo
Velocidade de rotacéo (rpm) 1500 2500
Tempo de rotacéo (s) 5 15
Aceleracao (rotacdes/s?) 200 200

4.2.3.Primeira cura

No fim do processo de deposicao do polimero fotossensivel negativo no substrato, encontra-se
presente no filme uma elevada concentracao de solventes. A concentracao de solventes varia consoante
a espessura e tipo de polimero depositado. E realizada uma primeira cura com o intuito de tornar o
polimero sensivel a luz e evaporar os solventes.

A amostra é colocada na placa de aquecimento durante 10 minutos a 110 °C. A concentracdo de
solventes varia consoante a zona do polimero fotossensivel. Nas zonas mais profundas a quantidade de
solventes presente é maior do que a zona que esta mais proxima da superficie. Por isso a utilizacao de
uma placa de aguecimento ao invés de um forno permite que a cura comece pela parte que se encontra
em contacto com a placa (zona mais funda). Assim permite que a superficie do material ndo evapore
primeiro nem que as moléculas de solventes fiqguem retidas dentro do filme. Apds o passo da primeira

cura as amostras foram protegidas da luz ambiente até ao processo de exposicao.
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4.2.4.Reidratacao

No processo de exposicao é necessario garantir a existéncia de uma quantidade minima de agua no
filme. Isso ndo acontece logo apos o passo da primeira cura, pelo que é necessario deixar a amostra em
repouso dentro de uma caixa metalica antes de ir para a exposicdo. Se o tempo de espera entre o
processo de primeira cura e exposicao for demasiado curto, o processo de revelacdo ira ser bastante
elevado. A fonte de agua para a reidratacdo é a atmosfera do meio ambiente. A amostra é colocada
assim durante 20 minutos dentro de uma caixa metalica para ganhar uma percentagem entre 40% a

50% de agua (% de agua ideal para a revelacao).

4.2.5.Exposicao otica

O processo de exposicdo do polimero fotossensivel representa o processo chave na padronizacao de
estruturas. A exposicdo otica é feita submetendo o polimero fotossensivel a luz UV através de uma
mascara. Tendo em conta que o polimero fotossensivel é negativo, a mascara ndo deixara passar luz nas
zonas que se pretende que fiqguem padronizadas no substrato. As zonas que estdo expostas a luz UV
sairao durante o processo de revelacao. A mascara utilizada para a padronizacdo de pistas e contactos
encontra-se representada na figura 47. As cruzes presentes na mascara de luz servem para realizar o
alinhamento entre a primeira e a segunda exposicao. Tanto a mascara utilizada na padronizacao das
pistas/contactos como para o encapsulamento foram fabricadas pela empresa Micro Lithography
Services Ltd. O tempo de exposicao foi otimizado para 5.4 segundos. A exposicao foi realizada em duas
instancias de 2.7 segundos cada pois 0 equipamento de exposicdo ndo tem a capacidade de realizar a
exposicdo durante o tempo pretendido de uma s6 vez. O valor do tempo de exposicao 6tica foi definido

consoante o conhecimento prévio de experiéncias realizadas anteriormente no laboratdrio.

RALLE]
sondil

Figura 47: Mascara utilizada no processo litografico das pistas e contactos: a) completa; b) zona dos
contactos e cruzes de alinhamento superiores; ¢) zona dos p-elétrodos e cruzes de alinhamento
inferiores.
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4.2.6.Cura poés exposicao

Apds a exposicao otica, as zonas expostas a luz UV sao enrijecidas durante o processo de cura devido
as suas caracteristicas fotossensiveis. Nos polimeros fotossensiveis negativos ocorre o fenomeno de
ligacdo cruzada entre os polimeros nas zonas nao expostas a luz UV. A cura pds exposicdo é
imprescindivel para fortalecer essas ligacdes para que durante o processo de revelacdo as zonas nao
expostas a luz se tornem insoluveis. Definiu-se um tempo de cura de 10 minutos, colocando a amostra

a 110 °C na placa de aquecimento.

4.2.7.Revelacao do polimero fotossensivel

O ultimo passo da litografia das pistas e contactos consiste na revelacdo do polimero fotossensivel.
O revelador é composto por uma solucado aquosa de ides livres de metal e servira para diluir as zonas
soltiveis que foram expostas a luz UV. O revelador escolhido foi o AZ® 726 MIF da empresa
Microchemicals. A temperatura é um fator importante na taxa de revelacdo: quanto maior for a
temperatura, mais rapido é o processo de revelacao. No verao, com temperatura ambiente superior a
25 °C, o tempo de revelacdo foi definido para 3 minutos, enquanto no inverno o tempo de revelacéo
chegou aos 6 minutos. Outro aspeto a ter em conta é ndo deixar a tampa do frasco do revelador aberta
pois a maioria das solucdes reveladoras utilizam quimicos para neutralizar o dioéxido de carbono (CO,). A
exposicdo do revelador a ambientes com CO, faz com que a taxa de revelacdo seja mais demorada. Um

esquema do processo de padronizacdo dos contactos/pistas pode ser visto na figura 48.

B Mascarade luz Luz LY
E===75i02
———1Polimero Fotossensivel negativo l ] l l l l
[ ] [ B ]
T T
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a) b) c)

Figura 48: Processo litografico: a) deposicao do polimero fotossensivel negativo; b) exposicao da
amostra a luz UV através de uma mascara de luz; c) resultado final apos revelacéo.

Um contratempo no resultado final do processo é a existéncia de sujidades presentes no substrato
que podem originar cortes ou curto-circuito de pistas, inutilizando por completo o p-elétrodo ao qual se

encontram ligados. O motivo de se utilizar a fotolitografia para padronizacdo de estruturas ¢ a
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simplicidade do processo, sendo somente necessarios uma mascara € uma fonte de luz UV. Apos a
revelacao do polimero fotossensivel com sucesso, as pistas e contactos estdo padronizados no substrato

de Si, resultando num filme étimo para a deposicao de metais.

4.3.Deposicao de Ti/Al/Pt

O processo seguinte a litografia de pistas e contactos ¢ a deposicdo dos filmes metalicos. Neste
processo fixaram-se as amostras num suporte com auxilio de fita-cola de kapton® devido & sua
resisténcia as temperaturas que sdo aplicadas durante o processo de deposicéao. A utilizacdo de uma
mascara de sombra permite delimitar o local do material depositado, restringindo a area padronizada, e
facilitando posteriormente o processo de remocao do polimero fotossensivel. A disposicdo de amostras

no suporte da camara de deposicdo pode ser vista na figura 49.

Figura 49: Disposicdo das amostras no suporte da camara de deposicao.

Em primeiro lugar depositou-se um filme de Ti, atuando como camada de adesao entre o SiO, e 0
Al. O Ti foi depositado através de feixe de eletrdes com 15 nm de espessura. A pressao inicial da camara
encontrava-se a 5.7 x10¢ mbar e a temperatura final foi de 75 °C. Forneceu-se um potencial elétrico de
7 kV e corrente de 50 mA. A taxa de deposicéo foi de 1.6 A/s e demorou 1 minuto e 30 segundos.

A corrente necessaria para o funcionamento do U-LED levou a que fosse depositado Al para aumentar
a condutividade elétrica das pistas. O Al foi depositado através de feixe de eletroes com 200 nm de
espessura. A pressao inicial da camara foi de 5.6 x 10¢ mbar e a temperatura registada apds a deposicao
foi de 53 °C. O potencial elétrico fornecido foi de 7 kV e a corrente de 70 mA. A taxa de deposicao do
filme de Al foi de 22 A/s e demorou 1 minuto e 30 segundos. Por fim, utilizou-se um alvo de Pt para
depositar a camada de transducdo de Pt. O filme de Pt tem uma espessura de 100 nm e foi depositado

através de pulverizacdo catddica por corrente continua. A pressao da camara no momento da deposicado
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era de 6 x 10¢ mbar e forneceu-se uma corrente de 0.30 mA, 20 sccm de argon, poténcia de 110 W e
um potencial elétrico de 353 V. A temperatura final registada na camara foi de 53 °C. A taxa de deposicao
do filme de Pt foi de 3.2 A/s e demorou 3 minutos. O processo de deposicao dos filmes metalicos

encontra-se representados na figura 50.
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Figura 50: Deposicdo dos filmes metalicos: a) deposicao de Ti por feixe de eletrdes; b) deposicdo de Al
por feixe de eletrdes; c) deposicdo de Pt por pulverizacdo catddica.

4.4.Remocao do polimero fotossensivel negativo

A etapa sequente a deposicao dos filmes metalicos é o /if-off onde se pretende remover o polimero
fotossensivel da amostra de forma a ficarem somente os metais padronizados. O strjpper utilizado foi o
TechnniStrip NI555 da empresa MicroChemicals devido ao seu elevado poder de dissolucdo de polimeros
fotossensiveis negativos e compatibilidade com os metais depositados.

No primeiro passo do processo de remocao do polimero fotossensivel colocaram-se as quatro
amostras juntamente com o stripper numa caixa de vidro, entretanto colocados num recipiente de aco
inoxidavel. Utilizou-se o banho-maria para o processo de remocao do polimero fotossensivel negativo. O
dispositivo utilizado foi o Agimixt da empresa JP Selecta (figura 51) e funciona como placa de
aquecimento/agitacéo. O equipamento possui também um sensor de temperatura que fez o controlo da
temperatura, mantendo a agua do banho-maria a 75 °C. O tempo de remocao depende da adesao do
polimero fotossensivel negativo ao substrato variando o processo entre 20 a 30 minutos. O esquema de

montagem utilizado é apresentado na figura 51.
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Figura 51: Configuracdo da placa de agitacao/aquecimento com sensor de temperatura para remocao
do polimero fotossensivel.

4.5.Litografia para o encapsulamento

0 segundo processo litografico tem como objetivo proteger as amostras da sujidade deixada pelo Si
durante o processo de corte com lamina e também a padronizacdo das aberturas para os -
elétrodos/ contactos.

Na litografia para o encapsulamento utilizou-se o polimero fotossensivel positivo AZ® 4562 por
permitir a deposicao de filmes com espessuras superiores a 10 um. No caso dos polimeros fotossensiveis
positivos a parte que for exposta a luz UV através da mascara de luz durante o processo de exposicao

sera a que vai sair no revelador.

4.5.1.Deposicao por centrifugacao

A espessura escolhida para o polimero fotossensivel positivo foi de 20 um. Optou-se por esta
espessura para facilitar o processo de remocao apds a deposicdo do encapsulamento. O primeiro passo
nesta etapa foi definir os parametros de velocidade e aceleracao do aparelho de centrifugacao para obter
um filme de 20 um. Os parametros colocados para um filme étimo de 20 um resultam de experiéncias

anteriormente realizadas pelo grupo e encontram-se representados na tabela 5.
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Tabela 5: Parametros do aparelho de centrifugacao para um filme de 20 pm de AZ® 4562.

Parametros 12 Passo 2° Passo
Velocidade de rotacéo (rpm) 1500 2000
Tempo de rotacao (s) 6 3
Aceleracao (rotacdes/s?) 300 300

4.5.2.Evaporacao de solventes e primeira cura

Apds a deposicao do polimero fotossensivel por centrifugacdo é necessario aplicar um tempo de
espera antes da primeira cura. Este tempo de espera € necessario para que os solventes do polimero
fotossensivel consigam evaporar e, desta forma, ndo figuem retidos no interior do filme, promovendo a
adesdo do polimero ao substrato. A adicdo deste passo relativamente ao primeiro processo litografico
deve-se a elevada viscosidade e concentracdo de solventes presentes nos polimeros fotossensiveis
positivos. As amostras foram colocadas durante 45 minutos numa caixa metalica com uma tampa furada,
dentro de um local de atmosfera limpa. De seguida procedeu-se a primeira cura que tem com como
objetivo dar continuidade a evaporacao dos solventes e tornar o polimero sensivel a luz UV. As amostras

foram colocadas durante 10 minutos na placa de aquecimento a uma temperatura de 110 °C.

4.5.3.Reidratacao

A etapa de reidratacao, tal como no primeiro processo litografico, € essencial para garantir a presenca
de uma quantidade minima de agua no filme fotossensivel para o processo de exposicdo dtica a luz UV.
Neste caso, tendo em conta que o polimero fotossensivel positivo € mais espesso e viscoso, requer
também um tempo maior de reidratacao do que o polimero fotossensivel negativo. Para isso, as amostras

foram colocadas durante 30 minutos numa caixa metalica protegida com uma tampa.

4.5.4.Exposicao dtica

Na exposicao otica utilizou-se a mascara de luz da figura 52. As zonas da mascara que sao
atravessadas pela luz UV durante o processo de exposicao serdo as que vao sair no revelador. O tempo
de exposicdo a luz UV foi otimizado de acordo com a relacéo exposicao e tempo de revelacdo. Os locais
a serem padronizados devem estar definidos corretamente na estrutura e o tempo de revelacao nao deve

de ser muito elevado (inferior a 10 minutos). Os testes realizados anteriormente no laboratorio definiram
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que o tempo otimo para a exposicao é de 75 segundos. Durante o processo de deposicao das pistas e
contactos foram criadas cruzes a beira dos contactos e dos p-elétrodos que servem para realizar o
alinhamento com os quadrados da mascara de encapsulamento (ver figura 52). Um mau alinhamento
durante a exposicao otica pode causar a abertura de contactos em locais que deveriam encontrar-se

encapsulados ou encapsular os p-elétrodos que deveriam estar abertos.

c)
Figura 52: Mascara utilizada no processo litografico de encapsulamento: a) completa; b) zona dos
contactos; c) zona dos p-elétrodos.

4.5.5.Corte da estrutura

A seguir a exposicao otica, as amostras encontram-se protegidas pelo polimero fotossensivel positivo
para proceder ao corte da estrutura do optrode. Durante todo o processo de corte, a iluminacédo da sala
reduziu-se a uma lampada de luz amarela. O corte do optrode foi realizado utilizando a lamina Z09-
SD20000-Y1-90. Os alinhamentos dos cortes sao realizados com a ajuda de um microscépio incorporado
no equipamento de corte com lamina.

Os cortes realizados para se obter o optrode com uma agulha em forma de bico, bem como a ordem
na qual foram feitos, podem ser vistos na figura 53. O terceiro e quarto cortes foram realizados para

tornar a ponta da agulha afiada e em forma de bico, formando um angulo de abertura de 60°.
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Figura 53: Esquema de corte da estrutura do optrode.

4.5.6.Revelacao do polimero fotossensivel

O processo de revelacdo do polimero fotossensivel positivo tem como objetivo remover as zonas
expostas a luz UV durante a exposicao. O revelador utilizado foi 0 AZ® 351 B da empresa MicroChemicals
por ser indicado para a remocao do polimero fotossensivel AZ® 4562, definindo perfis com 6tima
qualidade e resolucéo. O revelador é concentrado pelo que € necessario, segundo a ficha do produto
[44] diluir a solucdo em agua destilada num racio de 1:4 (AZ® 351B: agua destilada).

Antes do processo de revelacao, limparam-se as amostras cuidadosamente com um cotonete,
embebido em agua destilada, para limpar as sujidades (Si em po) deixadas pelo corte da estrutura. Este
passo é bastante importante pois existe uma relacao entre a limpeza do substrato e o tempo de revelacao:
quanto mais sujas se encontrarem as amostras, maior sera o tempo de revelacdo. Noutros casos existe
mesmo a possibilidade de o polimero fotossensivel nao ser totalmente removido. Para ter a certeza que
a amostra se encontrava devidamente limpa, verificou-se através do microscopio otico a existéncia de
sujidades antes do processo de revelacao.

As amostras foram mergulhadas, em primeiro lugar, em agua destilada e depois na solucéo
reveladora. Realizaram-se ciclos de 30 segundos de submersdo em agua destilada, alternados com 60
segundos de submersdo em solucéo reveladora. O numero de ciclos necessarios para a revelacdo nao
apresenta um valor certo pois é dependente da quantidade de sujidade presente na superficie da amostra
resultante do processo de corte com lamina. Desta forma, o estado de revelacéo foi controlado através
da visualizacao da amostra ao microscopio. No final do processo de revelacdo o polimero fotossensivel
ficou apenas nos -elétrodos e nos contactos. O esquema do processo litografico para encapsulamento

encontra-se representado na figura 54.
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Figura 54: Processo litografico para encapsulamento: a) deposicao do polimero fotossensivel positivo;
b) exposicao da amostra a luz UV através de uma mascara de luz; c) resultado final.

4.6.Encapsulamento da parte de cima da agulha

O material utilizado para o encapsulamento da parte de cima da agulha do optrode foi o Si;N,. O
SisN, foi escolhido pela capacidade de isolar eletricamente diferentes estruturas em equipamentos
eletronicos e por atuar como barreira contra moléculas de agua e ides de sodio, duas fontes de corroséo
e instabilidade na microeletrénica [45]. O Si;N, & também um material biocompativel pelo que nao
desencadeara efeitos adversos no tecido neuronal [45]. O alvo de Si foi utilizado na deposicao de Si;N..
Depositaram-se 400 nm de Si;N, por pulverizacao catodica de corrente alternada reativa. A pressao da
camara no momento da deposicao era de 6 x 102 mbar e forneceu-se uma poténcia de 150 W, 7 sccm
de argon e 13 sccm de azoto. A temperatura final registada na camara foi de 53 °C. A taxa de deposicao
do filme de Si,N, foi de 0.3 A/s e demorou 4 horas. Utilizou-se uma mascara em papel no suporte da

camara para que o filme de Si;N, fosse apenas depositado na agulha (ver figura 55).

Figura 55: Disposicdo das amostras no suporte da camara de deposicao.
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4.7.Abertura dos p-elétrodos

O processo de remocado do polimero fotossensivel teve como objetivo a abertura da area dos p-
elétrodos. O stripper utilizado foi a acetona, lancada em jato em cima do optrode, variando o tempo do
processo de remocao do polimero fotossensivel entre 1 a 2 minutos. O processo de remocao do polimero

fotossensivel encontra-se representado na figura 56 e o seu resultado final na figura 57.

mm 5i02
mm Polimero Fotossensivel positivo
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B Nitreto de Silicio
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a

Figura 56: Processo de remocao do polimero: a) amostra apos sair do revelador; b) deposu;ao de SisN;
c) remocao do polimero com acetona e abertura da area dos p-elétrodos.

Figura 57: Resultado do encapsulamento dos p-elétrodos com Si:N..

Os resultados da figura 58 revelaram que o encapsulamento da agulha e a abertura dos p-elétrodos
foram realizados com sucesso. Por outro lado, se o alinhamento durante a exposicao dtica da litografia
para o encapsulamento for mal efetuado, as areas que deveriam ficar encapsuladas serao removidas

pela acetona (figura 58 b)).
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Figura 58: a) Resultado de uma amostra mal alinhada durante a exposicéo 6tica do encapsulamento;
b) imagem ampliada das zonas expostas e zonas encapsuladas dos |-elétrodos.

4.8.Acoplamento do p-LED no optrode

O primeiro passo para realizar o acoplamento do MU-LED ao optrode com sucesso é garantir que o
optrode ndo se mexe durante o processo de soldadura do p-LED. Para isso fixou-se uma peca metalica
com papel (para nao danificar os metais) e fita-cola de kapton® numa superficie, servindo de suporte ao

optrode (figura 59).

Figura 59: Fixacao do optrode dﬁrante a sodadura do Y-LED.

Apds fixado o optrode colocou-se a pasta de solda Kester EM907 nos contactos do p-LED com o
auxilio de uma agulha. No processo de soldadura, o ponto critico é garantir que a solda fique apenas
depositada sobre os contactos do u-LED (figura 60). Caso algum vestigio de solda fique depositado sobre
0s W-elétrodos fara com que a corrente do U-LED seja conduzida até aos p-elétrodos. Isto levara a
inutilizacao dos -elétrodos e também a destruicdo dos neurdnios aquando da estimulacao dtica. No

processo de solda surgiram mais dificuldades em acoplar o u-LED C470DA2432 devido a sua geometria.
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Figura 60: Contactos do u-LED com a pasta de solda Kester EM907.

Depois de colocado o p-LED com os seus contactos devidamente alinhados com os do optrode,
colocou-se o dispositivo numa placa de aquecimento durante 5 minutos a uma temperatura de 230 °C
para fundir a pasta de solda. Por fim colocou-se adesivo instantaneo biocompativel (PERMABOND 102)
por cima do u-LED de forma a proteger os seus contactos e a fixa-lo ao optrode. O resultado final do

acoplamento dos dois -LED's é apresentado na figura 61.

c)

Figura 61: Resultado final do acoplamento do u-LED no optrode; a) u-LED ELC-470-37; b) u-LED
C470DA2432; c) adesivo instantaneo colocado por cima do u-LED para protecdo dos contactos.
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4.9.Acoplamento do optrode na PCB

0 optrode foi acoplado a uma PCB para possibilitar a ligacao dos contactos. Soldou-se a PCB os fios

de ligacdo do u-LED e um conetor A79014-001 da empresa Omnetics (figura 62).

Conector
R Fioz de
e ligacdo
do p-LED
PCB —

Figura 62: PCB e conector A79014-001 da empresa Omnetics.

A sonda foi acoplada com supercola a PCB e realizou-se o wire-bonding para ligar os contactos. Para

proteger os fios do wire-bonding utilizou-se a resina epoxi LOCTITE® M-31CL™ HYSOL (figura 63).

Figura 63: a) optrode acoplado a PCB; b) resina epoxi assinalada a vermelho para proteger os fios do
wire-bonding.

4.10. Encapsulamento da parte de baixo da agulha

No encapsulamento da parte de baixo da agulha utilizou-se PDMS por ser um material biocompativel
e ndo desencadear reacOes alérgicas no tecido neuronal. O PDMS foi diluido com tolueno (1:1) com o
objetivo de diminuir a viscosidade. Visto que o tolueno é uma substancia volatil, ou seja, evapora com
bastante facilidade, nao trara qualquer efeito nocivo que cologque em causa a biocompatibilidade da
sonda. A parte de baixo da amostra foi cuidadosamente mergulhada na solucédo e fixada num suporte

com fita-cola de kapton® como se pode ver na figura 64.
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No passo final do encapsulamento da parte de baixo da agulha procedeu-se a cura do PDMS e
evaporacao do tolueno. Para isso colocou-se a amostra no forno durante 30 minutos a uma temperatura

de 100 °C.

Figura 64: Disposicdo do optrode no suporte antes de ser colocada no forno.

4.11. Discussao e resultados

A metodologia de fabrico baseada em processo de fotolitografia, deposicdo de filmes finos e cortes
com lamina resultou num optrode com 10 p-elétrodos para gravacéo da atividade neuronal e a integracao
de um p-LED comercial para estimulacao 6tica. A microfabricacdo originou um optrode com 8 mm de
comprimento de agulha, 717 um de largura e 525 um de espessura (ver figura 65). Obter o maior
comprimento da agulha é importante para que o dispositivo seja capaz de atingir zonas profundas do
cérebro.

0 angulo de abertura formado pela ponta da agulha (60°) surge do compromisso entre o angulo
(ver figura 66) e a distancia d (ver figura 66). Quanto menor for o angulo o, mais facilmente a agulha
consegue penetrar o tecido neuronal, no entanto, maior sera o valor da distancia representado pela letra
d. Com o aumento da distancia d, aumenta também a profundidade de penetracdo do optrode sem
existirem -elétrodos, levando a que o optrode exerca forca no tecido neuronal sem que seja necessario.
Fixou-se 30° como valor ideal do angulo g formando um angulo de abertura da ponta da agulha de 60°.
A espessura do optrode ficou desde logo limitada pela espessura das bolachas de silicio. A utilizacao de
bolachas de silicio com uma espessura menor permitiria diminuir a espessura do optrode, diminuindo

por sua vez os danos provocados nos tecidos neuronais.
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Figura 65: Resultado final do optrode com as dimensoes obtidas.
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Figura 66: Ponta da agulha do optrode e as suas dimensdes.

As dimensdes do optrode e a densidade dos -elétrodos foram limitadas pelas dimensdes do p-LED
comercial. Para diminuir a largura do optrode e aumentar a densidade de p-elétrodos, futuramente
poderad ser incluida também a microfabricacdo de p-LED’s. Outro fator que pode contribuir para o
aumento da densidade dos p-elétrodos é a diminuicdo da largura das pistas. A temperatura inconstante
e as impurezas presentes no ambiente durante a microfabricacdo do dispositivo foram dificuldades
constantes. O ideal seria realizar a producdo de optrodes numa atmosfera limpa com temperatura
constante. Os dois p-LED’s foram ligados com sucesso na ponta do optrode (figura 67), encontrando-se

pronto para a caraterizacao 6tica, descrita no capitulo b.

- -

Figura 67: Optrode desenvolvido com p-LED ELC-470-37 aceso.
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Apds concluida a etapa de fabrico do optrode prosseguiu-se para a sua caraterizacao mecanica,
otica, eletroquimica e resisténcia as condicoes da aplicacao. O objetivo da caraterizacéo do optrode passa
por verificar a fiabilidade e viabilidade do dispositivo através dos seguintes aspetos: resisténcia do optrode
as forcas exercidas durante o processo de implantacdo no cérebro, poténcia otica suficiente para
estimulacdo das células neuronais marcadas com a opsina sensivel a luz azul, impedancia dos p-
elétrodos adequada a gravacao da atividade neuronal e resisténcia do dispositivo a condicbes
equivalentes as do cérebro.

Na caraterizacdo mecanica realizaram-se dois tipos de testes recorrendo a utilizacdo de um
dinamoémetro: implantacdo em gelatina agar-agar e cérebro de vitelo cadaver a fim de analisar as forcas
compressivas e distensiveis e testes de forca axial e longitudinal para testar a forca maxima admitida
pelo optrode antes de quebrar. Na caraterizacdo dtica procedeu-se a validacdo da fotoestimulacao
medindo a poténcia dtica, curva de emissao e o angulo de visdo do u-LED. A caraterizacao dos p-elétrodos
realizou-se por espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) da camada de transducao ionica (filme
de platina). Por fim no teste de resisténcia as condicdes de aplicacao sujeitou-se o optrode a condicoes
comparaveis ao cérebro e realizou-se a leitura de impedancias dos u-elétrodos ao longo do tempo com

o intuito de verificar a longevidade do dispositivo em condicoes /7 vitro.

5.1.Caraterizacao mecanica

A caraterizacao mecanica foi realizada em duas fases distintas: testes de compressao e distensao
através da implantacao do optrode fabricado em gelatina agar e cérebro de vitelo cadaver; e submetendo
a agulha do optrode a testes de forca axial e longitudinal. Os testes da caraterizacdo mecéanica foram
realizados recorrendo a um dinamdémetro Shimadzu AG-IS provido de uma célula de carga de 10 N. Os

testes em gelatina agar-agar e cérebro de vitelo cadaver foram realizados a temperatura ambiente.
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5.1.1.Gelatina agar-agar

O primeiro conjunto de testes de implantacao e extracao foram realizados em gelatina agar-agar
com uma concentracao de 0.5%. A utilizacao de gelatina agar-agar € uma alternativa ao tecido neuronal
para realizada testes /n vitro [46]. A forca imposta pelo dinamdmetro foi realizada na vertical, de cima
para baixo, com trés velocidades diferentes: 0.83 mm/s, 2 mm/s e 3 mm/s. A utilizacdo de diferentes
velocidades tem como objetivo analisar qual delas exerce menor forca na gelatina agar-agar. Desta forma
¢ possivel concluir qual a velocidade de implantacdo adequada para a realizacao de testes /7 vivo com o
objetivo de diminuir o dano provocado no tecido neuronal. A configuracao utilizada na implantacéo da

agulha de 8 mm na gelatina agar-agar pode ser vista na figura 68.

Célula de
= carga
Direcac do
deslocamento
| Optrode

Gelatina

agar-agar

Figura 68: Configuracdo utilizada na implantacdo do optrode na gelatina agar-agar.

Os resultados da implantacéo do optrode para diferentes velocidades encontram-se na figura 69.
A analise dos resultados é feita em quatro momentos representados pelas letras A, B, C e D nos graficos
da figura 69. O momento A revela o instante em que a agulha entrou em contacto com a gelatina agar-
agar e 0 momento B representa o instante em que foi exercida a forca maxima e onde a agulha penetrou
a gelatina. No intervalo entre 0 momento B e momento C a agulha move-se dentro da gelatina e no
momento C comeca a extracao da agulha da gelatina. O instante D representa a forca maxima necessaria

para extrair a agulha da gelatina agar-agar.
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Figura 69: Relacdo forca tempo para diferentes velocidades: a) 0.89 mm/s; b) 2 mm/s; ¢) 3 mm/s.

Realizou-se um conjunto de b testes para cada uma das velocidades e calculou-se a média de

implantacao para forcas compressivas e distensiveis (tabela 6). Na tabela 6 é possivel observar que, com

0 aumento de velocidade de implantacao, maior serdo as forcas compressivas (Fmaxcomp em cada um

dos graficos da figura 69) e distensiveis (Fmaxdist em cada um dos graficos da figura 69) exercidas na

gelatina agar-agar. A diferenca entre a forca provocada pela implantacdo de uma agulha a uma velocidade

de 0.83 mm/s para uma velocidade de 3 mm/s ¢ menor do que 3 mN. Apesar de a diferenca ser pouca,

concluiu-se que, durante uma implantacao /77 vivo, seria indicado a utilizacao de uma velocidade menor

para que a forca de implantacao seja também a menor possivel e, por sua vez, provocar 0 minimo de

lesdes no tecido neuronal.

Optrode em silicio com u-LED integrado

71



Caraterizacdo do optrode

Tabela 6: Forca compressiva e distensivel média para implantacéo em gelatina agar-agar a diferentes
velocidades.

Velocidade de implantacao Forca compressiva média Forca distensivel média
(mm/s) (mN) (mN)
0.83 3.75 -1.81
2 4.7 -2.8
3 6.3 -4.3

5.1.2.Cérebro de vitelo cadaver

Os testes em cérebro de vitelo cadaver foram realizados com o intuito de obter resultados o mais
aproximado possivel a uma experiéncia realizada em contexto real. O aproveitamento de um cérebro de
um animal cadaver vindo da industria alimentar evita o sacrificio propositado de outro animal para fins
experimentais. O cérebro de vitelo € também menor do que o cérebro de outros animais, como o porco,
facilitando o seu transporte para o local a serem realizadas as experiéncias. No cérebro de vitelo efetuou-
se um conjunto de 5 testes para trés diferentes velocidades (0.83 mm/s, 2 mm/s e 3 mm/s). Para a
realizacao dos testes de implantacao, removeu-se a dura com uma pin¢a. A dura € uma camada
(meninge) resistente e inflexivel que envolve a parte externa do cérebro e é responsavel pela manutencéo
do liquido cefalorraquidiano. Esta camada ¢ também retirada durante as implantacdes /n7 vivo utilizando

sondas neuronais [4]. Na figura 70 encontra-se a configuracao adotada durante a realizacao dos testes.

Célula de
carga
Direcao  do
deslocamentopfe ‘
el |
Cérebro  de

Optrode vitelo cadéaver

Figura 70: Configuracao adotada para os testes de implantacdo em cérebro de vitelo cadaver.
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O resultado obtido dos testes de implantacao para diferentes velocidades pode ser visto nos
graficos da figura 70. Tal como nos testes de implantacdo em gelatina agar-agar, os resultados foram

divididos nos mesmos 4 momentos (A, B, C e D).
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Figura 71: Relacao forca tempo para velocidades de: a) 0.89 mm/s; b) 2 mm/s e ¢c) 3 mm/s.

Na tabela 7 estao apresentadas as médias de forcas compressivas e distensiveis obtidas durante
a implantacao. A robustez do cérebro, derivado da existéncia de meninges que se encontram no tecido
neuronal, requer que a forca exercida durante o momento de implantacdo no cérebro de vitelo cadaver
seja superior a forca exercida em gelatina agar-agar. Tal como acontece na implantacdo em gelatina
agar-agar, a forca compressiva e distensivel é proporcional ao aumento da velocidade do deslocamento

da agulha.
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Tabela 7: Forca compressiva e distensivel média para implantacao em cérebro de vitelo cadaver a
diferentes velocidades.

Velocidade de implantacao @ Forca compressiva média Forca distensivel média
(mm/s) (mN) (mN)
0.83 13.75 5.7
2 14.85 -7.03
3 16 9.7

A implantacao foi realizada com sucesso tanto na gelatina agar-agar como no cérebro de vitelo
cadaver, aguentando as forcas exercidas por ambos sem partir. A forca compressiva exercida no cérebro
de vitelo cadaver foi, em média, 3 vezes superior a forca exercida na gelatina agar-agar. Tal como a forca
compressiva, a forca média necessaria para extrair a agulha do cérebro foi 2.6 vezes superior a forca
exercida na gelatina. Desta forma é possivel concluir que o silicio € um material suficientemente robusto
para aguentar as forcas compressivas e distensiveis exercidas pela gelatina agar-agar e pelo cérebro de
vitelo cadaver.

No ultimo teste procedeu-se a tentativa de implantacao do optrode num local onde nao se havia
removido a dura de forma a comprovar a dificuldade de implantacéo. A forca exercida na agulha atingiu
um maximo de 85 mN, a uma velocidade de 0.83 mm/s, sem quebrar nem perfurar o cérebro de vitelo
cadaver. O resultado do teste pode ser visto no grafico da figura 72. Conclui-se, tal como previsto, que a
remocao da dura é essencial para implantar o optrode no cérebro. Mesmo aplicando uma forca seis

vezes superior a aplicada sem a dura, a agulha nao foi capaz de perfurar o cérebro com a dura.
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Figura 72: Tentativa de implantacdo sem remocé&o da dura.
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5.1.3.Teste de compressao longitudinal e axial

Na ultima etapa da caraterizacado mecéanica procedeu-se aos testes de compressao longitudinal

e axial com o intuito de comprovar que o silicio € um material rigido e nao ductil.

Teste de compressao longitudinal

O teste de compressao longitudinal foi realizado em condicdes semelhantes aos testes em
gelatina agar-agar e em cérebro de vitelo cadaver. Utilizou-se um dinamémetro com uma célula de carga
de 500 N, embatendo a agulha do optrode contra uma superficie de aluminio a uma velocidade de 0.83
mm/s. A configuracdo adotada nos testes de compressao longitudinal bem como o resultado obtido

podem ser vistos na figura 73.
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Figura 73: Testes de compressao longitudinal: a) configuracao adotada; b) resultado dos testes.

0 gréfico da figura 73 mostra uma quebra abrupta para O N apds ser exercida uma forca de 129
N. Esta é a forca maxima que o optrode em substrato de silicio consegue aguentar sem quebrar. A partir
do grafico é possivel constatar que o optrode comeca a dobrar proximo dos 4 mm de deslocamento,

acabando por partir aos 5 mm.

Teste de compressao axial

Os ultimos testes requeridos para a caraterizacdo mecanica do optrode foram os testes de
compressao axial. O objetivo destes testes passou por analisar qual a forca maxima que o optrode
consegue aguentar quando lhe é aplicada uma forca lateral apenas na ponta da agulha. O teste de

compressao axial foi realizado com velocidade de 0.83 mm/s, fixando o optrode com fita-cola de dupla
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face numa superficie de aluminio para que o dispositivo ndo se mova durante o teste (figura 74 a)). A
forca axial necessaria para quebrar a agulha foi de 1.6 N (Fmax), bastante superior a forca maxima
registada durante a implantacao no cérebro de vitelo de cadaver (16 mN). Conclui-se que o optrode sera
robusto o suficiente para aguentar as forcas de tensao impostas pelo tecido neuronal de um rato durante
a sua implantacdo. O resultado do teste de compressado axial encontra-se apresentado no grafico da

figura 74 b).

Fmax= 1.6 Nb)b—m———p

do

Direcao

slocamento

Forca (N)

0 2 4 6 8 10 12 14
Deslocamento (mm)
b)

Figura 74: Testes de compressao axial: a) configuracdo adotada; b) grafico resultante.

5.2.Caraterizacao otica

A caraterizacdo 6tica dividiu-se num conjunto de testes para descobrir qual dos dois p-LED’s
comerciais selecionados (ELC-470-37 ou C470DA2432) retine as melhores carateristicas para realizar a
fotoestimulacao das células neuronais. A proteina alvo utilizada na optogenética para ativacdo neuronal
¢ a ChR2 (Channelrhodopsin) e requer que o p-LED emita luz num comprimento de onda na gama dos
400 a 500 nm [6]. Para isso sera medida a curva de emissao do Y-LED utilizando um monocromador
(74125 Newport) e um medidor de poténcia (1918-R Newport) acoplado a um fotodiodo detetor (71675
newport). A medicao da poténcia o6tica do u-LED sera feita usando um fotodiodo (FDS100-CAL da
empresa ThorlLabs) acoplado a um orificio de 1 mm de diametro. Por fim mediu-se o angulo de emissao

do u-LED recorrendo a um transferidor e ao medidor de poténcia.
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5.2.1.Curva de emissao do y-LED

Os testes da curva de emissao foram realizados para validar se os p-LED’s conseguiam emitir
luz num comprimento de onda que fosse capaz de ativar a opsina que é excitada pela cor azul. No teste
utilizou-se um monocromador, um fotodiodo detetor e um medidor de poténcia. O primeiro passo durante
o teste é colocar o optrode com o u-LED a entrada do monocromador. No monocromador é realizado o
varrimento de comprimentos de onda compreendidos entre os 350 nm e 550 nm. Este valor foi inserido
pelo utilizador num programa, dado que a gama de interesse da ativacdo da opsina se situa entre os 400
nm e os 500 nm, deu-se uma margem de 50 nm. Durante o varrimento no monocromador ¢ medido,
para cada comprimento de onda, a corrente no fotodiodo utilizando o medidor de poténcia programado
no modo medidor de corrente. No decorrer do varrimento, o pico de maior intensidade de corrente
registado por parte do fotodiodo para um determinado comprimento de onda, correspondera ao
comprimento de onda emitido pela luz de cada um dos p-LED’s. A configuracao adotada para os testes

de curva de emissdo dos dois U-LED’s pode ser vista na figura 75.

Medidor de

corrente

Figura 75: Configuracao adotada no teste de medicao da curva do p-LED.

Na interface grafica definiu-se que o varrimento de onda estaria compreendido entre os 350 nm
e 550 nm (figura 76 b)). Durante o teste, isolou-se o sistema da luz ambiente para que nao existisse
qualquer influéncia no resultado. Alimentaram-se os dois U-LED’s com 20 mA, correspondente ao valor
aconselhado pelos fabricantes [47]. Os u-LED’s foram alimentados com uma fonte de corrente, e o

circuito utilizado encontra-se representado na figura 76 a).
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a)

Figura 76: a) Circuito de alimentacao dos u-LED's; b) introducao de parametros para o varrimento do
comprimento de onda de 350 nm a 550 nm.

No decurso do varrimento espectral do monocromador, o maior valor de corrente registado no
fotodiodo corresponde ao comprimento de onda da luz emitida pelos u-LED’s. No caso do p-LED ELC-
470-37 detetou-se um pico de intensidade maxima de corrente para um comprimento de onda
correspondente a 467 nm (figura 77). A intensidade de corrente detetada para 467 nm foi de 27.8 pA.
Relativamente ao u-LED C470DA2432 detetou-se um pico de intensidade maxima de corrente de 68.7
pA para um comprimento de onda correspondente a 466 nm. Os resultados obtidos mostram que os
comprimentos de onda emitidos pela luz dos dois U-LED’s (466 nm e 467 nm) diferem apenas em 1
nm, situando-se na gama de comprimentos de onda (400 nm a 500 nm) apropriados para efetuar a

ativacao da opsina excitada pela cor azul.
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Figura 77: Resultados da curva de emissao dos p-LEDs.
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5.2.2.Angulo de emissao

Pretende-se saber qual o angulo de emissao de cada um dos u-LED's pois esta carateristica nao
se encontra disponivel na ficha de produto dos componentes. Através da medicao do angulo de emissao
saberemos qual a area do tecido neuronal abrangida pela luz emitida. No teste utilizou-se o fotodiodo

detetor (71675 newpord) ligado ao Power Meter 1918-R e um transferidor (figura 78).

Figura 78: Configuracao adotada na medicdo do angulo de emissao do u-LED.

Nos testes colocou-se, em primeiro lugar, o y-LED alinhado com o centro do fotodiodo, sendo
essa posicao definida como a marca de referéncia dos 0°. A marca dos 0° é indicada como sendo o valor
de maior poténcia que o fotodiodo pode registar. O valor do angulo de emissao ¢ medido quando a
poténcia diminui até metade da poténcia maxima. Utilizou-se um transferidor para que fosse possivel
mover o fotodiodo detetor de acordo com o angulo pretendido, variando a sua posicdo em intervalos de
20° e medindo a poténcia correspondente a cada uma das posicoes.

No grafico da figura 79 o valor do angulo de emissao de cada um dos -LED’s é dado por metade
da intensidade relativa. O resultado dos testes indica que o angulo de emissao do u-LED ELC-470-37 é
de, aproximadamente, 32° enquanto o da C470DA2432 ¢ de, aproximadamente, 35° (figura 79). A
diferenca entre os angulos de emissao obtidos para cada um dos p-LED’s é de apenas 5°, pelo que nao

€ uma carateristica preponderante na escolha do p-LED adequado.

Optrode em silicio com u-LED integrado 79



Caraterizacao do optrode

—— C470DA2432
= ELC470-37

0.8+

Anguloemissao= 35°

i

N Y A N 0.5

1

Anguloemissao= 32°

Intensidade relativa

0.2+

0.0

—BOI—T;DIféDI—SIOI—‘;UIf(BIU‘7:50.71'0' Ell ’ 1I0 l 2‘0 ' BID I4IO l 5IO GID ‘ 7"0 l 80
Angulo (°)
Figura 79: Curva do angulo emissao do u-LED: a) curva do angulo de emissao ELC-470-37
representada a azul; b) curva do angulo de emissao C470DA2432 representada a preto.

5.2.3.Poténcia do p-LED

A fotoestimulacéo é validada pela medicao da intensidade de energia do p-LED. A intensidade
de luz minima relatada para promover um efeito biolégico em células do tecido neuronal ¢ de
1 mW/mm2 [32]. A poténcia ética dos p-LED’s foi medida usando um sensor fotodiodo comercial
(FDS100-CAL da empresa Thorlabs), acoplado a um orificio de 1 mm de didametro. A utilizacdo do orificio
aumenta a precisao dos resultados obtidos e permite obter os valores numa area aproximada de 1 mmg,
area de interesse para o estudo da poténcia ética. A configuracdo adotada para o teste de medicao do

de poténcia dos u-LED’s pode ser vista na figura 80 a).

FDS100-CAL

Figura 80: Teste de poténcia do u-LED: a) configuracao adotada no teste de poténcia do u-LED; b)
isolamento da luz ambiente durante a realizacéo dos testes.
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No teste de medicao de poténcia dos u-LED’s ELC-470-37 e C470DA2432 fixou-se o Power
Meter 1918- R nos 467 nm e 466 nm, respetivamente, para garantir que o valor de poténcia 6tica
recebido pelo fotodiodo ¢ do comprimento de onda pretendido. Utilizando o picoamperimetro 487 da
empresa Keithley, registou-se a corrente que passa pelo fotodiodo. Variou-se o valor da corrente fornecida
ao W-LED, utilizando uma fonte de corrente, em intervalos de 5 mA até um maximo de 20 mA, sendo
este o limiar de conducdo de corrente dos u-LED’s [47], [48]. A poténcia ¢ calculada através da equacdo
4 e a responsividade ¢ extraida da ficha de dados do fotodiodo comercial [49]. O resultado da corrente
medida no sensor fotodiodo e poténcia otica obtida em funcao da corrente fornecida para cada um dos

W-LED’s pode ser visto na tabela 8 e no grafico da figura 81.

P== Equacao 4

P = Poténcia dtica (W/mma);
| = Corrente do sensor fotodiodo;

Ry = Responsividade = 0.1416179 (A/W).

Tabela 8: Poténcia obtida para cada um dos p-LED’s em funcéo da corrente aplicada.

Corrente aplicada Corrente medida Poténcia Poténcia
(mA) (LA) (W/mm?) (mW/mm?)
ELC-470- = C470DA24  ELC-470- C470DA24  ELC-470- C470DA24
37 32 37 32 37 32
5 124 40.3 0.00041  0.00028 0.41 0.28
10 139.1 70.9 0.00065 0.0005 0.65 0.5
15 153.8 91 0.00098 = 0.00065 0.98 0.65
20 168.5 129 0.0012 0.00092 1.2 0.92
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Figura 81: Poténcia emitida por cada um dos -LED’s em funcéo da corrente aplicada.

Através da analise da tabela 8 é possivel concluir que se consegue atingir uma poténcia otica
superior a 1 mW/mm:? quando é fornecida uma corrente de 20 mA ao P-LED comercial ELC-470-37.
Outra medida que se encontra bastante proxima de 1 mW/mmz é no momento em que sao fornecidos
15 mA ao u-LED (P = 0.98 mW/mm?). Como tal realizaram-se medidas intermédias de corrente entre os
15 mA e 20 mA. Concluiu-se que a corrente minima necessaria para obter uma poténcia dtica superior
almW/mm:éde 16 mA.

O u-LED C470DA2432 nao consegue atingir em momento algum a poténcia minima requerida
para a fotoestimulacdo (1 mW/mmz?). O valor maximo que é possivel alcancar para 20 mA é de 0.92
mW/mmz (< 1 mW/mm2). O u-LED ELC-470-37 consegue atingir mais 0.2 mW/mm:? de poténcia 6tica
(P=1.2 mW/mm?) relativamente ao u-LED C470DA2432 (P = 0.92 mW/mm2) para uma corrente
fornecida de 20 mA.

Durante as medicOes de poténcia de emissao, o y-LED C470DA2432 demonstrou-se instavel
apagando-se momentaneamente devido ao sobreaquecimento apos uns minutos ligado continuamente.
A instabilidade demonstrada pelo p-LED C470DA2432 em conjunto com a incapacidade de
fotoestimulacao (P < 1ImW/mmg?) das células do tecido neuronal levou a que fosse descartado. O u-LED
ELC-470-37 é o Unico que consegue validar o conceito de fotoestimulacao das células do tecido neuronal,
quando lhe é fornecido uma corrente superior a 16 mA, obtendo uma poténcia o6tica maior do que

1 mW/mme.
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5.3.Caraterizacao eletroquimica

A espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi a técnica utilizada para a caraterizacao
eletroquimica dos |-elétrodos. A medicao da impedancia dos u-elétrodos foi realizada com o equipamento
Gamry 600 da empresa Gamry Instruments. Utilizou-se uma configuracao a trés elétrodos, uma folha de
platina com as dimensdes de 40 x 40 x 0.25 mm: como contra elétrodo, um elétrodo de referéncia de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e os p-elétrodos do optrode como elétrodo de trabalho. O contra
elétrodo, o elétrodo de referéncia e o optrode foram emersos numa solucao de 0.9% de cloreto de sodio
(NaCl). A impedancia foi medida para frequéncias compreendidas entre 100 Hz e 1 MHz, fornecendo
uma tensdo AC constante de 10 mV rms. O objetivo da caraterizacao eletroquimica é analisar se 0s u-
elétrodos apresentam impedancias apropriadas para a correta gravacdo da atividade neuronal. A
impedancia a frequéncia de 1 kHz é a que comporta maior interesse neurobioldgico pois o potencial de
acao das células neuronais tm uma duracao proxima de 1 ms [15]. A configuracdo adotada na

caraterizacao eletroquimica é apresentada na figura 82.

Elétrodo de

Solucao de NaCl referéncia

Figura 82: Sistema adotado para a caraterizacado eletroquimica dos p-elétrodos do optrode.

Na figura 83 encontra-se representada a disposicdo dos |-elétrodos no optrode. Os p-elétrodos
numerados de 1 até 10 foram submetidos ao teste de espetroscopia de impedancia eletroquimica, exceto

os contactos LED 1 e LED 2 que sao destinados para o u-LED.
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Figura 83: Disposicdo dos |-elétrodos no optrode.

O resultado do teste de espetroscopia de impedancia eletroquimica encontra-se presente na tabela
9. Os resultados obtidos mostram que 9 dos 10 p-elétrodos apresentam impedéancias apropriadas para
a gravacao da atividade neuronal, compreendidas entre os 365.8 kQ e 421.5 kQ (< 1 MQ) registando
uma meédia de impedancias de 400 kQ. O p-elétrodo nimero 10 mostrou uma impedancia de 35,51
MQ, resultante da remocao incompleta da camada de encapsulamento (Si;N,). A figura 84 mostra o
diagrama de bode obtido por EIS realizado ao p-elétrodo 1, registando a frequéncia de 1 kHz uma
impedancia de 380,9 kQ e uma fase de -69°. E possivel concluir através do grafico da figura 84 que a

impedancia tende a baixar quanto maior for a frequéncia.

Tabela 9: Impedancia obtida no teste EIS para cada um dos p-elétrodos.

H-elétrodo Impedancia a 1 kHz (kQ)
1 380,9

387,6

397,7

426,1

421,5

365,8

414,1

397,1

O 00 N O o B W N

416,3

—_
o

32.51x 10°
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Figura 84: Diagrama de bode dos resultados do teste EIS ao p-elétrodo 1; a) impedancia b) fase.

0,0

5.4.Resisténcia do optrode as condicoes da aplicacao

O ultimo teste de caraterizacdo do optrode tem como objetivo verificar a resisténcia do optrode as
condicoes da aplicacdo A caraterizacdo sera realizada /n vitro, expondo o optrode a condicbes
semelhantes as encontradas no cérebro com o intuito de analisar a longevidade do dispositivo. E sabido
que as implantacdes em cérebros de ratos para gravacao da atividade neuronal podem durar semanas,
tendo o dispositivo que, pelo menos, igualar esse tempo [4]. Para acelerar as reacées desencadeadas
no optrode num curto espaco de tempo, um dos métodos passa por sujeitar o optrode a temperaturas
elevadas durante a leitura da impedancia dos p-elétrodos em intervalos de tempo (aceleracdo do tempo
de vida) [50]. O efeito da temperatura é explicado em termos de taxa de reacdo e descrito através da

equacao de Eyring (equacéo 5).

kBT _AA:': ~
K = kTe RT Equacao 5

K = taxa de reacao da temperatura;

k = coeficiente de transmissao (assumindo k = 1);
K; = constante de Boltzman (1.38064852¢:kJ/mol);
h = constante de Planck (6.62607004 x10+ kJ.s);

R = constante de gas ideal (8.31 x10% kJ/mol.K);
7= temperatura absoluta em kelvin (353.15 K);

AZ = energia de ativacao.
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A energia de ativacdo € a quantidade de energia necessaria, sob a forma de calor, para
desencadear as reacdes quimicas de forma a criar condicdes para ocorrer 0 fendmeno de aceleracao de
tempo de vida. No calculo da energia de ativacao, utiliza-se a equacao de tempo médio de vida que esta

relacionada com a taxa de reacdo equacao 6:
. . 1 .
tempo médio de vida = K Equacéao 6

0 tempo médio de vida diz respeito ao tempo de falha do optrode (MTTF), definido através de
resultados experimentais. Utilizando as duas equacdes ¢ possivel deduzir a equacdo de energia de

ativacao [50] (equacao 7).

h
AA 4= —RT 5
i n (ka R MTFFT(T)) Equacao 7

Desta forma mergulhou-se o optrode numa solucao phosphate buifered saline (PBS) com um pH
de 7.485, sujeitando-o0 a uma temperatura de 80 °C até ao fim do teste de resisténcia as condicoes da
aplicacdo. O PBS é uma solucao saturada de sal com composicdo semelhante ao liquido espinal do
cérebro [51]. Realizaram-se testes de EIS nos 10 p-elétrodos uma vez por dia, adicionando o elétrodo de

referéncia e o contra elétrodo no liquido PBS (figura 85).

- N ,‘.
Figura 85: Configuracdo adotada no teste de resisténcia as condicdes da aplicacao.

Definiu-se como limiar do teste 0 momento em que exista uma mudanca brusca na impedancia

dos p-elétrodos para uma frequéncia de 1 kHz, indicado a existéncia de um circuito aberto devido ao
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desgaste ou fratura do material condutor. Mergulhou-se o optrode na solucéo salina durante um total de
72 horas, realizando a cada 24 horas um teste de EIS. Ao fim do 3° teste registou-se um aumento da
impedancia média dos p-elétrodos, a frequéncia de 1 kHz, de 200 kQ para 1.3 MQ. Considerando uma
estimativa cautelosa, o tempo médio de falha de vida do optrode foi apontado como 48 horas, ultimo

teste onde foi registada uma média de impedancias inferior a 1 MQ (figura 86).

4
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Figura 86: Grafico da variacao da impedancia registada ao longo do tempo.

Utilizando a equacao 7 para calcular a energia de ativacao, onde T = 353,15 K (T = 80 °C),
estimou-se de seguida o tempo de vida do optrode, a temperatura de 37 °C (temperatura do cérebro),

empregando a equacao 8 [50]:

h -44%
tempo médio de vida (T = 310,15 K) = kﬁe RT Equacéo 8
B

A tabela 10 resume os resultados da experiéncia de resisténcia do optrode as condicdes de
aplicacao. Os resultados indicam que o tempo médio de vida do optrode sao de, aproximadamente, 2
anos. Tendo em conta que, o tempo dos implantes no cérebro de rato duram algumas semanas, o

optrode fabricado é viavel para a gravacao cronica da atividade neuronal em experiéncias /n vivo.

Tabela 10: Resultados do teste de aceleracao do tempo de vida realizados ao optrode.
MTTF Temperatura Temperatura do A4A Tempo de vida do optrode

(h) da solucao cérebro (K) (kJ/mol) (anos)
aquecida (K)
48 353.15 310.15 123 2.02
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6.Conclusoes e trabalho

futuro

6.1.Conclusoes

O propésito da presente dissertacao centrou-se no fabrico de um optrode em substrato de silicio
com um p-LED integrado para aplicacao na area da neurociéncia. A peculiaridade do optrode incide na
sua capacidade de estimulacao dtica das células do cérebro enquanto |€ as células através de M-
elétrodos. A inclusdo de um p-LED permite efetuar a ativacao de opsinas recorrendo a emissao de luz,
uma técnica inovadora que representa menos implicacdes a nivel de dano cerebral do que a estimulacao
elétrica. Outro dos pontos diferenciadores é a utilizacdo de técnicas de fabrico que implicam menores
custos de producao do que aquelas que foram apresentadas durante o capitulo do estado de arte. As
técnicas de fabrico do optrode incluiram a fotolitografia para a padronizacdo (pistas/contactos) e
encapsulamento, corte com lamina e deposicao fisica de vapor.

Os resultados do processo de fabrico indicam um optrode robusto com uma agulha de ponta
afiada com 720 um de espessura e 8 mm de comprimento, suficiente para alcancar zonas profundas
do cérebro. Além de ser um método economizador de custo e tempo, a utilizacao da técnica de corte
com lamina aplicada as bolachas de silicio facilita a integracdo com processos de padronizacdo,
frequentemente utilizado na industria MEMS e CMOS.

Do processo fotolitografico resultou a padronizacao de pistas e contactos, criando um filme 6timo
para a deposicao dos filmes metalicos. Durante o processo de fabrico adotaram-se cuidados de limpeza
como o manuseamento do optrode com uma pinca e utilizacao de mascara, luvas e roupa adequados.
Apesar destes cuidados, os residuos atmosféricos implicaram momentos adversos durante o fabrico,
levando a cortes/curto circuitos nas pistas ou levantamento de filmes durante o processo de /iftoff. A
utilizacao de uma sala limpa com uma temperatura estavel seria uma das solucdes inerentes a resolucao
do problema de limpeza e discrepancia entre o tempo necessario para revelacdo do polimero

fotossensivel resultante das oscilagdes de temperatura.
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0 encapsulamento com 400 nm de nitreto de silicio através da deposicao fisica de vapor conferiu
ao optrode biocompatibilidade e isolamento elétrico, ficando apenas os u-elétrodos em contacto com o
tecido neuronal.

O processo de solda durante o acoplamento do u-LED ao optrode tornou-se um dos pontos mais
criticos do fabrico do dispositivo. A colocacao da solda nos contactos do u-LED é manual e sujeita a erros
que podem originar curto-circuitos entre as pistas do u-LED e as pistas dos p-elétrodos.

Os processos de caraterizacao mecanica ditaram que o optrode apresenta condicdes para penetrar
o0 tecido neuronal sem adversidades. A sua robustez permite que durante a implantacdo o optrode nao
se mexa, permitindo estimulacdo e gravacdo neuronal precisa. A forca compressiva registada na
implantacao do cérebro foi, em média, trés vezes superior a forca compressiva registada na gelatina
agar-agar. A maior forca compressiva registada foi no cérebro de vitelo cadaver, atingindo o maximo de
16 mN para velocidade de insercéo de 3 mm/s. O optrode mostrou-se capaz de perfurar tanto a gelatina
agar-agar como o cérebro de vitelo cadaver sem partir. A forca necessaria para extrair o optrode do
cérebro de vitelo cadaver foi, em média, trés vezes superior a forca registada na gelatina agar agar. A
forca maxima distensivel registada foi no cérebro de vitelo cadaver alcancando um maximo de -9.7 mN
para 3 mm/s de velocidade de implantacao.

A caraterizacao dtica determinou que o comprimento de onda correspondente ao pico de emissao
da luz dos dois p-LED's (467 nm para o u-LED ELC-470-37 e 466 nm para o u-LED C470DA2432)
encontravam-se na gama de comprimento de onda adequado para a excitacdo da opsina ChR2 (400 nm-
500 nm). Nos testes de medicdo da poténcia otica, apenas o u-LED ELC-470-37 conseguiu atingir
poténcia suficiente para realizar a estimulacdo das células do tecido neuronal (1.2 mW/mmz > 1
mW,/mm?) para uma corrente de estimulacao do p-LED igual ou superior a 16 mA. O u-LED C470DA2432
esteve proximo do valor de fotoestimulacdo (1mW/mm2), no entanto néo foi suficiente, conseguindo
apenas alcancar poténcia de 0.92 mW/mm:z. Deste modo o u-LED ELC-470-37 é o Unico capaz de
satisfazer as condicdes de fotoestimulacédo das opsinas de ChR2 com um comprimento de onda de 467
nm e uma poténcia 6tica de 1.2 mW/mmz.

A caraterizacdo eletroquimica ditou que os valores de impedancia registados da leitura dos p-
elétrodos através do teste de espetroscopia de impedancia variam entre 365.8 kQ e 421.5 kQ), sendo
apropriados para a leitura da atividade neuronal (< 1 MQ). Por fim realizou-se o teste de resisténcia do
optrode as condicées da aplicacao, simulando as condi¢des impostas durante uma implantacao cerebral
(liquido espinal e temperatura do cérebro). A variavel para simular a aceleracdo do tempo de vida do

dispositivo foi a temperatura, sujeitando o optrode a 80 °C. O teste de resisténcia as condicdes de
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aplicacao apontou para um tempo de vida do optrode a rondar os 2 anos, bastante superior aos testes
de gravacao cronica realizados atualmente (/7 o) que duram apenas algumas semanas.

Apds o término das caraterizacdes do optrode executadas em ambiente /7 vitro, verificou-se a
criacdo de um produto viavel e fiavel. O optrode encontra-se pronto para ser validado /7 vivo através de
testes de implantacdo em ratos, sendo esta validacdo externa ao projeto desenvolvido. A validacdo do
produto a ser realizada, eventualmente em ratos, podera ajudar a melhorar o conhecimento das doencas
neuronais inerentes ao cérebro (como Alzheimer, Parkinson ou ansiedade) com o intuito de ajudar no
seu tratamento e melhorar a qualidade de vida do paciente.

A espessura do optrode ficou desde logo limitada pela espessura das bolachas de silicio (525 um).
A utilizacao de bolachas de silicio com uma espessura menor permitiria diminuir a espessura do optrode,
diminuindo por sua vez os danos provocados nos tecidos neuronais.

O fabrico do optrode tem uma duracao total de 5 dias, sendo que sdo fabricados 4 optrodes em
simultaneo. O optrode fabricado é viavel para a implantacdo crénica, sendo capaz de efetuar a

estimulacéo e gravacao neuronal.
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6.2.Trabalho futuro

O proximo passo a ser adicionado ao projeto devera ser a inclusao de um sistema que realize a
monotorizacao da temperatura dissipada pelo U-LED ao longo do tecido neuronal. A sugestao passa pelo
acoplamento de uma termorresisténcia em filme-fino a fim de controlar o aguecimento do tecido neuronal
devido a dissipacdo de energia sob a forma de calor por parte do py-LED. Desta forma sera possivel
prevenir eventuais danos irreversiveis a nivel celular causados pelo incremento da temperatura.

As dimensdes do optrode e a densidade dos p-elétrodos foram limitadas pelas dimensdes do -
LED comercial. Para diminuir a largura do optrode e aumentar a densidade de p-elétrodos, futuramente
podera ser incluida também a microfabricacdo de y-LED’s. Outro fator que contribuiria para o aumento
da densidade dos p-elétrodos é a diminuicao da largura das pistas. Aumentando a densidade dos -
elétrodos seria possivel obter maior fiabilidade dos sinais lidos.

Outra possibilidade aberta por esta dissertacdo, passa pela agregacao do optrode numa unidade
de comunicacao sem fios que realize o processamento (leitura e filtragem) e envio em tempo real dos
sinais que estdo a ser lidos para outra interface exterior de forma a serem analisados. A utilizacdo de
uma interface sem fios daria liberdade de movimentos ao animal em estudo, facilitando a estimulacdo e
gravacao neuronal.

Durante o desenvolvimento do projeto e de maneira a reduzir a espessura e aumentar a
flexibilidade do optrode, estudou-se uma nova receita de fabrico utilizando um substrato flexivel (processo
descrito no Anexo B). E proposta a utilizacio de poliimida fotossensivel depositada por centrifugacéo e
padronizada por UV. A poliimida & um material biocompativel e por isso ira facilitar os processos de
encapsulamento (ndo sendo necessario encapsular na parte de tras da agulha). Outro dos aspetos a
considerar ¢ a flexibilidade do substrato, permitindo que o optrode se adapte aos micromovimentos do

tecido neuronal.
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Protocolo de fabrico do optrode em substrato de silicio com pJ-LED integrado

Corte das bolachas de silicio

1. Preparacao
o Fixar as bolachas de silicio na mesa do DAD-2H/6T com fita adesiva.
o Cortes de 30 mm
= Alinhar amostra pelo corte da bolacha de silicio;
= |ntroduzir parametros no programa para realizar 3 cortes com saltos de
30 mm.
o Cortes de 75 mm
= Rodar a amostra 90°;
= |ntroduzir parametros no programa para realizar 2 cortes com saltos de
75 mm.

o Limpar as amostras com agua desionizada.

Litografia para deposicdo das pistas/contactos

1. Preparacao
o Limpar caixas metalicas com papel embebido em IPA;
o Preparar placa de aquecimento:
= Nivelar e forrar com folha de aluminio;
= Definir temperatura de 110°C.
o Limpar mascaras:
= Agua, IPA, 4gua e secar com pistola de azoto.
o Preparar banho ultrassonico:
= Limpeza do banho:
e Esvaziar o recipiente e ligar o compressor;
e Abrir valvula “ultrasonic/to drain”;
e Limpar com agua desionizada;
e Encher recipiente:

o Fechar valvula “ultrasonic/to drain”;
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o Usar agua desionizada para encher o recipiente.
= Ligar mesa do banho ultrassénico:
e Temperatura = 40°C;
e Poténcia=9;
e Tempo = 20 minutos;
e Carregar no botdo “HEATER” para comecar a aquecer o banho.
o Limpar as 4 amostras:
= Com papel e acetona;
=  Por amostras na caixa de vidro e encher de acetona;
e |evar amostras ao banho ultrassonico sem a tampa da caixa
de vidro nem a tampa do recipiente;
e Ligar botdo “ULTRASONIC” para iniciar.
= No fim, tirar caixa de vidro do recipiente:
e Pegar nas amostras com a pinca, uma a uma do recipiente de
acetona;
e Limpa-las com agua, IPA, agua e secar com pistola de azoto;
e P&r amostras na placa de aquecimento:
o Durante 20 mina 110 °C;
o Por caixa metalica por cima das amostras.
o Preparar aparelho de centrifugacao:
=  Forrar o interior com folha de aluminio, de maneira a ndo ficar nenhuma
parte exposta (figura 40 a));
=  Programar com o0s seguintes parametros:
Step 1:
e RPM: 1500;
o Time: b;

e R/sec2: 200;

e RPM: 2500;
o Time: 15;
e R/sec?: 200;

2. Ligar Mask Aligner, que deve ficar pelo menos 30 minutos a aquecer;
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3. Revestimento por centrifugacao do polimero fotossensivel:
o Medir 4 ml de Negative Photoresist AZ® nLOF 2070 deitando-o cuidadosamente
num gobelé de 5 ml para nao fazer bolhas;
o Tirar amostra diretamente da placa de aquecimento com a pinca e coloca-la no
dispositivo de revestimento por centrifugacéo;
= Ter sempre uma caixa metalica por cima da placa de aquecimento,
mesmo sem as amostras.
o Colocar e centrar a amostra no aparelho de centrifugacao;
o Com a pistola de azoto, soprar na superficie da amostra para tirar residuos que
la tenham caido:
= De notar que se houver algum residuo ou bolha perto da zona dos
contactos, o polimero fotossensivel irda acumular-se nessa area,
dificultando o processo de remocao do polimero fotossensivel com o
revelador.
o Deitar polimero fotossensivel calma e continuadamente de maneira a ndo criar
bolhas, comecando pelo centro da amostra;
o Proceder ao revestimento por centrifugacao;
o Retirar a amostra com a pinca e limpar a base da mesma com papel e acetona;
o Colocar a amostra na caixa metalica e repetir os procedimentos para as
amostras seguintes.
4. Curar polimero fotossensivel:
o Levar as amostrar a placa de aquecimento durante 10 mina 110 °C para tornar
0 polimero sensivel a luz UV (com caixa metalica colocada por cima).
5. Limpar aparelho de centrifugacao com papel embebido em acetona;
6. Reidratacao:
o Isolar a sala de qualquer entrada de luz e apagar a luz da sala.
o Com a pinca, retirar as amostras da placa de aquecimento com a luz da sala
desligada, para a caixa metalica que estava na placa de aquecimento;
o Pbr atampa na caixa e deixar a reidratar durante 20 min.
7. Exposicao aluz UV
o Expor as amostras ao UV, uma de cada vez:

= Tempo=5.4s:
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= Fazer duas vezes exposicdo de 2.7 s visto que a escala do
equipamento nao permite uma exposicdo completa de 5.4 s.
8. Cura de pés-exposicao:

o Colocar as amostras 10 min na placa de aquecimento a 110 °C (com caixa
metalica por cima);

o No fim, retirar as amostras da placa de aquecimento e deixa-las a arrefecer
na caixa metalica durante 10 min.

9. Revelador:

o Numa caixa de vidro, deitar 250 ml de AZ® 726 (MIF);

o Colocar “comprimido” magnético no revelador;

o Colocar caixa no agitador magnético e definir para o nivel 3;

o Colocar as 4 amostras no suporte de vidro e deixar atuar durante 60 s em cada
posicao descrita na figura Al. Caso a temperatura ambiente do laboratorio seja
superior a 25 °C, usar 30 s em cada posicao.

o Retirar o suporte de vidro do revelador e lavar com agua;

o Retirar uma amostra de cada vez, lavar com agua e secar com azoto;

o Analisar se as amostras precisam de mais tempo;

= As linhas que correspondem as pistas deverao ser iguais ou mais
espessas do que as linhas que correspondem a espacos vazios.

o Com a pistola de azoto, limpar superficie da amostra e guarda-la de imediato

numa caixa de armazenamento.

Agulha para Baixo Agulha para Baixo
1 A3 A2 3
Al Ad
A2 ] A3
A4 Al
Agulha para Cima Agulha para Cima
2w s 4
Ad Al
A3 A2
Al ] Ad

Figura Al: Esquema de colocacdo das amostras para o revelador.
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Deposicao das pistas/contactos

1. Preparar amostras para deposicao de titanio:

©)

(@]

Ordenar e colar amostras no suporte da camara de deposicoes (figura 49);

Colocar o suporte dentro da camara e fazer vacuo.

2. Deposicao de titanio/aluminio:

(@]

Pressdo na camara tera de ser pelo menos 7 x 10¢ mbar para iniciar a
deposicao;

Definir 7 kV no controlador do feixe de eletrdes;

Depositar 15 nm de Ti ajustando a corrente do feixe de eletrées para ter uma
taxa de deposicdo de = 1 A/s (= 50 mA);

Esperar que cémara arrefeca até cerca de 10 °C acima da temperatura

ambiente;

Pressao na camara tera de ser pelo menos 7 x 10° mbar para iniciar a
deposicao;

Rodar para Al no controlador do feixe de eletrdes e definir 7 kV;

Depositar 200 nm de Al ajustando a corrente do feixe de eletrdes para ter uma
taxa de deposicdo = 20 A/s (= 70 mA);

Esperar que a camara arrefeca até certa de 10°C acima da temperatura

ambiente antes de retirar as amostras.

3. Preparar para deposicao de platina:

o

Colocar o alvo de platina no magnetrao e fazer vacuo.

4. Deposicao de platina:

o

©)

Pressao na camara tera de ser pelo menos 7 x 10smbar para fazer a deposicao;
Fornecer um fluxo constante de 20 sccm de argon, corrente de 0.30 mA,
potencial elétrico de 353V, poténcia de 110 W e regular a pressao para
6 x 10* mbar;

Depositar 60 nm platina por pulverizacdo catddica por corrente continua;
Esperar que camara arrefeca até cerca de 10 °C acima da temperatura

ambiente antes de retirar as amostras;

5. Retirar amostras da camara;
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Remocao do polimero fotossensivel

1. Preparacao:
o Por agua a ferver na chaleira elétrica;
o Deitar o TechniStrip® NI555 na caixa de vidro com o “comprimido” magnético, por
a caixa dentro do recipiente de aco inox e colocar o conjunto em cima da placa de
aquecimento;
o Conectar o sensor de temperatura a placa de aquecimento e liga-la;
o Deitar a agua fervida no recipiente de aco inox, colocar o sensor na agua (nao no
TechniStrip® NI555) e aumentar a temperatura para 75 °C;
o Pbr o comprimido a rodar.
2. Remocao do polimero fotossensivel:
o Quando chegar aos 75 °C, colocar as amostras no TechniStrip® NI555;
o Virar amostras de 10 em 10 minutos e fazer pelo menos 20 minutos de banho;
o Se o polimero fotossensivel estiver completamente removido, mergulhar amostra
numa tina com agua;
o Evitar usar o jato de agua diretamente na estrutura depositada.
o Secar amostra com a pistola de azoto e guardar na devida caixa de armazenamento;

o Quando o processo estiver terminado, baixar temperatura para 10 °C, desligar a
placa e s6 depois tirar o sensor da agua.

Litografia do encapsulamento

1. Preparacao:
o Preparar placa de aquecimento:
= Nivelar, forrar com folha de aluminio e definir temperatura de 110 °C.
o Desidratar amostras:
=  Po6r amostras na placa de aquecimento, deixando-as la ficar durante 20
minutos (pdr caixa metalica por cima das amostras enquanto estdo na placa
de aqguecimento).
2. Preparar aparelho de centrifugacao:
o Forrar o interior com folha de aluminio, de maneira a nao ficar nenhuma parte
exposta;
o Programar com os seguintes valores:

Step 1:
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= RPM: 1500;
=  Time: 6;
=  R/sec2: 300;
Step 2:
= RPM: 2000;
= Time: 3;

=  R/sec?: 300;

3. Revestimento por centrifugacao do polimero fotossensivel:

o Medir 4 ml de AZ 4562 deitando-o cuidadosamente num gobelé de 5 ml para nédo
fazer bolhas;

o Retirar amostra da placa de aquecimento com a pinca e coloca-la no aparelho de
revestimento por centrifugacdo (ter sempre uma caixa metalica por cima da placa
de aquecimento, mesmo sem as amostras).

o Centrar amostra no aparelho de centrifugacéo;

o Com a pistola de azoto, soprar na superficie da amostra para tirar residuos que 1a
tenham caido:

= De notar que se houver algum residuo ou bolha perto da zona dos contactos,

o polimero fotossensivel ira acumular-se nessa area, dificultando o processo
de remocao do polimero fotossensivel com o revelador;

o Deitar polimero fotossensivel calma e continuadamente de maneira a ndo criar bolhas,

comecando pelo centro da amostra;

o Proceder ao revestimento por centrifugacao;

o Retirar a amostra com a pinca e limpar a base da mesma com papel e acetona;

o Colocar a amostra na caixa.

4. Evaporacio de solventes:

o Por caixa metalica com as amostras na camara limpa (colocar tampa com furo na
caixa);

o Deixar as amostras a evaporar os solventes durante 45 min.

= [Este passo é importante para promover a aderéncia do polimero
fotossensivel ao substrato.
5. Ligar MaskAligner, que deve ficar pelo menos 30 min a aquecer.

6. Limpar aparelho de centrifugacao com papel embebido em acetona;
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7. Curar polimero fotossensivel:
o Levar as amostrar a placa de aquecimento durante 10 min:
= com caixa metalica colocada por cima das amostras para tornar o polimero
fotossensivel sensivel a luz UV.

o Antes de retirar as amostras da placa de aquecimento, isolar a sala de qualquer

entrada de luz.
8. Reidratacao

o Com a pinca, retirar as amostras da placa de aquecimento com a luz da sala
desligada, por tampa na caixa, ligar a luz e deixa-las a reidratar durante 30 min
na caixa metalica que estava por cima.

= Este passo € importante para promover uma rapida remocao na fase do
revelador, ndo comprometendo o perfil do polimero fotossensivel.
9. Exposicao a luz UV
o Colocar e alinhar a amostra com a estrutura previamente padronizada.
o Levar amostras a exposicao ¢tica durante 75 s.
= Para isso, 0 manipulo das unidades de tempo tem de estar nos minutos e
0 do tempo no 1.25 min.
= Alinhamento as amostras o melhor possivel, visto que um leve desvio da
mascara ira expor pistas ou nao expor qualquer zona de interesse.
10.Corte com lamina

o lluminar a sala apenas com luz amarela durante todo o procedimento;

o Colocar fita-cola de dupla face na pelicula azul, usada para fazer cortes no
equipamento de corte com lamina;

o Passar com o dedo em Sylgard® 184 Silicone Elastomer e colocar na parte de tras
da amostra, de maneira a ficar apenas um pequeno rasto deste polimero na zona
da estrutura fabricada (facilita depois o processo de remocado do optrode dessa fita).

o Proceder ao corte, pela ordem indicada na figura 53:

11.Revelador:
o Limpar optrode:
= Sem remover 0s pedacos de silicio cortados a volta do optrode, limpar o
optrode com um cotonete e agua destilada, passando delicadamente o
cotonete com agua na superficie do optrode com o polimero fotossensivel;

= Verificar no microscopio se esta devidamente limpo.
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= Uma grande acumulacao de sujidade podera significar a incompleta
remocao do polimero fotossensivel curado nas zonas encapsuladas.
o Num gobelé, preparar a solucao do revelador:
® Proporcoes de 1:4 (AZ® 351B:agua destilada): 50 ml de AZ® 351B para
200 ml de agua.
o Numa tina de vidro, deitar solucdo suficiente para cobrir o optrode.
o Noutra tina de vidro, e na mesma quantidade, deitar agua destilada;
o Por o optrode primeiro na tina com agua e agitando, deixar la o elétrodo durante 30
segundos;
o De seguida, com uma pinca, tirar o optrode da tina de agua e por na tina de
revelador, agitando durante 60 segundos;
o Repetir este processo até que o unico polimero fotossensivel existente seja o das
areas de interesse, mudando tanto a agua da tina como a solucéo de revelador de
3 em 3 utilizacoes;
o QGuardar as amostras na respetiva caixa para posterior encapsulamento com nitreto

de silicio.

Deposicao de Nitreto de Silicio

1.

Preparar as amostras para deposicao de nitreto de silicio
o Ordenar e colar amostras no suporte da camara de deposicoes (figura 55);
o Colocar o alvo de silicio e fazer vacuo.

Deposicao:

o Fornecer um fluxo constante de 7 sccm de argon e 13 sccm de azoto, poténcia de 150

W e pressao de 6 x 10 mbar;

3. Depositar 400 nm de Si;N, por pulverizacdo catoddica por corrente alternada;

Esperar que a camara arrefeca até cerca de 10°C acima da temperatura ambiente antes de
retirar as amostras;

Retirar as amostras da camara;

Remocao do polimero fotossensivel dos contactos

. Pousar uma tina de vidro e deitar acetona até cobrir o optrode (a acetona deve ser lancada no

elétrodo em jato);

Agitar a placa durante 1 minuto;

Optrode em silicio com u-LED integrado 105



Anexo A

3. Passar a amostra por agua destilada, secar com a pistola de azoto e ver no microscopio se 0

polimero fotossensivel foi totalmente removido;

4. Repetir o processo se ainda houverem vestigios.

Acoplamento do u-LED no optrode

1. Fixar o optrode:

©)

Numa peca de aluminio, fixar peca metélica com fita-cola de Kapton® (servira de suporte
ao optrode);
Colocar o optrode no suporte e fixa-lo pela base usando um papel e fita-cola de kapton,

de forma a ndo se mexer durante o processo de soldadura (figura 59);

2. Soldar o p-LED ao optrode:

o

Colocar pasta de solda Kester EM907 nos contactos do y-LED com o auxilio de uma
agulha (figura 60);

Pegar cuidadosamente no p-LED com os contactos virados para baixo através da ajuda
de uma pinca de titanio 5TA e colocar sobre o optrode;

= No caso do P-LED da ELC-470-37, o contacto em forma de circulo devera
ficar no contacto superior do optrode.

Ajustar a posicao do u-LED com a ajuda de uma agulha para que os seus contactos
figuem alinhados com os do optrode (figura 61);

Ligar placa de aquecimento e quando chegar a 230 °C, deixar solda a fundir durante
5 min;

Baixar a temperatura para 10 °C e manté-la ligada, de modo a saber qual a temperatura
da placa.

Verificar se P-LED acende tal como descrito na figura 76 a).

Colocar adesivo instantaneo (PERMABOND 102) de forma a proteger os contactos do p-

LED (figura 61).
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Acoplamento do optrode na PCB

1. Soldar o conector Omnetics e os fios de ligacdo do U-LED a PCB (figura 62).

2. Colar optrode na PCB com supercola;

o Deitar uma gota de supercola num recipiente e pincelar (usando um fio) uma
pequena quantidade da cola na zona da PCB onde o optrode sera colocado;

o Pousar a parte traseira da base do optrode no local pincelado (figura A2).

Figura A2: Optrode colada na PCB com supercola.

3. Fazer wire-bonding dos contactos para a PCB;

4. Proteger os fios do wire-bonding com resina epoxi (LOCTITE® M-31CL™ HYSOL):
o Colocar cuidadosamente a resina por cima dos fios da soldadura (figura 63);

o Curar a temperatura ambiente durante 24 h.

Encapsulamento da parte de trds da agulha do optrode com (1:1)

(PDMS:tolueno)

1. Preparar forno (ligar forno a 100 °C e deixar porta ligeiramente aberta).
2. Preparar as amostras:
o Com uma seringa, medir 2 ml de Sylgard® 184 Silicone Elastomer e colocar
num gobelé;
o Medir 0.2 ml de agente de cura e deitar no mesmo gobelé;
o Mexer bem até obter uma mistura com aspeto esbranquicado por causa das
bolhas;
o Adicionar 2.2 g de tolueno usando uma pipeta volumétrica de plastico;
o Utilizar um dissecador e uma bomba de vacuo para retirar as bolhas da solucao.

3. Revestimento da amostra com PDMS + tolueno:
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o Colocar um pouco da mistura de PDMS + tolueno por cima da superficie de
papel preparada previamente;
o Mergulhar cuidadosamente apenas a parte de baixo da agulha do optrode na
mistura de PDMS + tolueno;
o Colocar os optrodes virados ao contrario no suporte designado para ir ao forno;
= fixar amostras ao suporte de silicio pela PCB com o auxilio de fita-cola
de kapton® (figura 64).

4, Cura do PDMS e evaporacao do tolueno:

o Colocar as amostras no forno (com a porta aberta) durante 30 minutos a uma
temperatura de 100 °C;
o Retirar as amostras do forno.

5. Retirar optrode do suporte de silicio e guarda-lo numa caixa de armazenamento.
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Protocolo de fabrico proposto para optrode em substrato flexivel

1. Deposicao de um filme de SiO, com pelo menos 1 pm de espessura num substrato de silicio
(30 mm x 75 mm).
2. Deposicao por centrifugacao e padronizacdo de poliimida fotossensivel com espessura entre 20

e 30 um para a producao de um optrode suficientemente robusto (figura B1).

. Pl fotossensivel

Si

o -

Figura B1: Padronizacdo da base da estrutura do optrode.

3. Deposicao por centrifugacao e padronizacao do polimero fotossensivel AZ® nLof 2070 para /ift-
off com espessura de 7 um (figura B2).

. Polimero fotossensivel negativo

. Pl fotossensivel
-
e

Figura B2: Padronizacéo das pistas e contactos.

4. Deposicao dos contactos e transdutor idnico e remocéo do polimero fotossensivel (figura B3).

. PI fotossensivel . Pt
Bk -
H-

Figura B3: Apos remocao do polimero fotossensivel.
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5. Deposicao e padronizagéo de poliimida fotossensivel com 2 um de espessura (figura B4).

Pl fotossensivel . Pt
: m-

Si02

I

Figura B4: Padronizacado dos u-elétrodos.

6. Corrosdo quimica de SiO, para libertar o optrode do substrato (figura B5).

B

o

Figura B5: Optrode flexivel.
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