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Resumo: Sondas neurais sdo dispositivos capazes de
realizar tanto registro quanto estimulo elétrico, in vivo
ou in vitro. Na atualidade, existem varios tipos de mate-
riais orientados para dar estrutura e funcionalidade a
neurodispositivos. Foi utilizada a tecnologia de micro-
fabricagdo para a produgdo de sondas baseadas no poli-
mero SU-8. O objetivo deste trabalho ¢ mostrar as pro-
priedades eletroquimicas de macroeletrodos de Au/Cr, e
microeletrodos de Au/Ti em sondas neurais, a partir do
uso das técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia
de impedancia eletroquimica. Tanto os macroeletrodos
quanto os microeletrodos apresentaram processos qua-
se-reversiveis, desta forma foi identificado um intervalo
de seguranga (-0,8 V até 0 V) em que os microeletrodos
podem ser utilizados em registro (estimulo) eletrofisio-
logico. Além disso, verificou-se que o aumento da taxa
de varredura acrescenta a quantidade de espécies eletro-
ativas no metal. O valor médio da impedancia obtido
para os microeletrodos foi de 26,6 + 5,5 kQ para 1kHz.
Palavras-chave: Sondas neurais, BioMEMS, eletro-
quimica, microelétrodos, macroeletrodos

Abstract: Neural probes are devices capable to perform
recording as well as electrical stimulation, in vivo and
in vitro. Currently, there are several types of materials
oriented to give structure and functionality to
neurodevices. We used microfabrication technology for
production of a SU-8 polymer based probe. This work
aims to show the electrochemical properties of Au/Cr
macroelectrodes ~ and  neural  probe's  Au/Ti
microelectrodes by using cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy measurements.
Both macroelectrodes and microelectrodes showed
quasi-reversible processes, thereafter we identified an
interval (-0,8 V to 0 V) in which the microelectrodes
could be wused in electrophysiological recording
(stimuli). Besides, it was found that increasing the scan
rate adds the amount of electroactive species to the
metal. The mean microelectrode's impedance was 26,6 +
5,5 kQ at 1kHz.

Keywords: Neural probes, BioMEMS, electrochemical,
microelectrodes, macroelectrodes.

Introducéo
O desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a

pesquisa da atividade elétrica do cérebro ¢ um dos topi-
cos de vanguarda em neurociéncias. Nas tltimas déca-
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das, tém sido desenvolvidos dispositivos, chamados
sondas neurais, que tém como base as técnicas atuais de
producdo e fabricacdo de BioMEMS (biomedical mi-
croelectromechanical systems) [1]. Estes dispositivos
permitem registrar ou estimular eletricamente diferentes
regides do cérebro ou conjuntos isolados de células,
tanto in vivo quanto in vitro [1,3]. A consolidagdo desta
nova tecnologia fornece uma ferramenta de alta precisdo
para pesquisa em neurociéncia, além de permitir seu uso
clinico em condig¢des patologicas tais como lesdo medu-
lar, acidente vascular cerebral e distirbios neurologicos
[1,3,4,5]. E de particular interesse o entendimento dos
mecanismos subjacentes ao comportamento eletroqui-
mico nos microeletrodos do dispositivo durante estimu-
lo e registro da atividade neuronal. Além disso, ¢ impor-
tante a investigacdo de materiais que fornegam, além de
elevado grau de biocompatibilidade, condi¢des adequa-
das de condugdo na interface eletrodo/neurénio para
registro eletrofisiologico.

Em eletroquimica processos reativos que consistem
em troca de elétrons em duas semireacdes sdo denomi-
nadas reac¢des de oxidoredu¢do (REDOX). Uma célula
eletroquimica € constituida de trés eletrodos: um eletro-
do de trabalho (WE), um de referéncia (RE) e um con-
tra-eletrodo (CE), como representado na Figura 1.
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Figura 1: Esquema representativo da montagem de uma
célula eletroquimica e seu circuito equivalente. Cp; é a
dupla camada capacitiva, Zra impedancia nos processos
faradaicos no metal com a solugdo e Rs a resisténcia da
solugdo tampao.

Note que na Figura 1 os microeletrodos da sonda
neural funcionam como WE, enquanto os CE e RE sdo
os eletrodos de platina [2,4]. Quando um macroeletrodo
ou um microeletrodo de metal é imerso num meio ele-
trolitico, se estabelece um equilibrio eletroquimico,
convergindo para um sistema que pode ser modelado
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com elementos de um circuito elétrico [3]. Os processos
basicos dos mecanismos de transferéncia de carga na
interface eletrodo/eletrélito podem ser faradaicos e/ou
nao-faradaicos [2]. Processos faradaicos estao associa-
dos com reagdes quimicas entre o eletrodo/eletrolito, o
qual injeta produtos na solu¢do como efeito da oxido-
reducdo. Um processo faradaico denomina-se reversivel
se os produtos injetados no meio eletrolitico (corrente
anodica) sdo recuperados com uma corrente invertida
(corrente catodica). Caso ndo se consiga recuperar estes
produtos eletroativos, o processo denomina-se faradaico
ndo-reversivel. J& um processo ndo-faradaico ¢ dado
pelo efeito de dupla camada de Gouy-Chapman, o qual
¢ associado com uma redistribui¢do de cargas na inter-

face eletrodo/eletrolito, expressado pela relagdo (1) [6,8].

1 1 1

CpL CH

- (1)
Onde Cy é a capacitincia de Helmholtz gerada pela
primeira camada de ions aderida no eletrodo (~5 A) e
Cg a capacitancia associada pela distribui¢ao difusiva
dos ions no meio eletrolitico [8]. No caso dos microele-
trodos de sondas neurais, ¢ de interesse entender os
processos eletroquimicos que sejam preferencialmente
do tipo ndo-faradaicos ou faradaicos reversiveis, garan-
tindo assim uma menor probabilidade de material resi-
dual no cortex cerebral. Assim, ¢ possivel determinar
um intervalo de potencial de seguranca sobre o qual o
bioeletrodo deve-se trabalhar.

Quando ¢ fixo um potencial em um eletrodo metali-
co imerso num meio eletrolitico, gera-se uma nova
distribuigdo dos ions na solugdo, induzindo transporte
de massa por consumo de espécies i0nicas na interface
eletrodo/eletrolito. Este transporte é dada pela soma de
trés contribui¢des: convecgdo, difusdo e migracao. Em
meios biologicos, uma vez que os materiais utilizados
sd0 neutros, so o transporte difusivo é levado em conta,
que por sua vez esta associado com os potenciais quimi-
cos das espécies reativas. O gradiente de concentragdo
total destas espécies € expressado pela primeira e se-
gunda equagdes de Fick [2,6,8]. As solugdes destas
equacdes dependem das condi¢des de fronteira do sis-
tema e da geometria do campo difusivo. Por exemplo,
no caso de microeletrodos circulares e planares conside-
ra-se adequado o uso de coordenadas esféricas. Assim,
aplicando-se a transformada de Laplace nas equagdes,
obtém-se que a corrente de transporte difusivo ¢ dada

por (2) [8]:

nFD1/2¢*
T1/2¢1/2

__ 4nFDc®

Lair — 2
onde a ¢ o raio do disco, r a distancia entre a origem e
um ponto no meio eletrolitico, D a constante difusiva, F'
a constante de Faraday, ¢ o tempo e ¢ a concentracéo
infinita para um r > a.

Materiais e métodos

Macroeletrodos: Para estudo macroscopico dos pro-
cessos REDOX no metal foram fabricados e caracteri-
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zados macroeletrodos de Au sobre substratos de quartzo.
Inicialmente, depositou-se uma camada de 2- 20 nm de
Cr para atuar como promotor de aderéncia. Em seguida,
depositou-se aproximadamente 200 nm de Au policrista-
lino por meio de sputtering. Com ataque corrosivo, foi
realizada a abertura de macroeletrodos circulares com
diametros de 1 cm. O comportamento eletroquimico
destes macroeletrodos foi estudado por voltametria
ciclica (VC). As medigdes foram feitas em um intervalo
de potencial de -1,4 V até 0,8 V para diferentes taxas de
varredura: 5 mV.s™!, 10 mV.s"!' e 20 mV.s™'. Foram utili-
zados uma solucao tampdo de ImM de KOH, a tempe-
ratura ambiente (25°C), e eletrodos de Pt como CE e
RE.

Microelectrodos: As sondas neurais foram construi-
das a partir dos processos usuais de microfabricagéo ¢
tecnologia MEMS [3]. Inicialmente foram projetadas e
produzidas trés mascaras litograficas de Cr. Utilizou-se
como substrato base vidro ou Si sobre os quais deposi-
tou-se =~ 200 nm de Al como metal sacrificial. O dispo-
sitivo foi construido baseando-se no uso do polimero
SU-8 devido sua excelente biocompatibilidade [7]. A
microfabricagdo do dispositivo foi realizado em trés
etapas principais: uma camada de SU-8 2 de aproxima-
damente 350 nm; uma etapa de metalizagdo de = 400
nm de Ti/Au, para gerar as interconexdes elétricas e
microeletrodos; finalmente uma camada de SU-8 50 de
~ 50 um para isolar as regides metalizadas do microdis-
positivo. Para a liberacdo das sondas do substrato utili-
zou-se KOH diluido ¢ mantido a uma temperatura fixa
de 70°C. A Figura 2 mostra uma sonda apos o processo
de liberagdo. Estes dispositivos contém 8 microeletro-
dos de 28 um de diametro. As conexdes elétricas entre a
sonda de SU-8 ¢ um circuito impresso foram realizadas
por meio de microssolda. Um estudo mais detalhado dos
processos de microfabricagdo das sondas esta elucidado
em outro trabalho submetido pelos mesmos autores
neste mesmo congresso (843).

Para testar o funcionamento do dispositivo foram re-
alizadas medi¢des de VC e de espectroscopia de impe-
dancia eletroquimica (EIE), em PBS (phosphate-
buffered saline), para cada um dos oito microeletrodos
(WE). Além disso, foram utilizados eletrodos de Pt
como CE e RE. As medidas de VC foram realizadas
para diferentes taxas de variagdo de voltagem e janelas
de potencial enquanto que as medidas de EIE foram
efetuadas no intervalo de 100 Hz até 100 kHz.

Resultados
Nas medidas em KOH pretendia-se estudar o com-

portamento dos macroeletrodos de Au policristalino em
diferentes taxas de varredura, como exposto na Figura 3.
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Figura 2: Microscopia otica da sonda neural de SU-8.
Cada microeletrodo foi enumerado confome a imagem.
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Figura 3: Medidas de VC de macroeletrodo de Au/Cr
em KOH para varias taxas de varredura.

Na Figura 4 ¢ possivel observar as medidas de VC
em PBS realizadas para cada um dos microeletrodos da
sonda neural, com taxa de varredura de 100 mV.s™,
numa janela de potencial de -1,4 V até 0,8V.
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Figura 4: Medidas de VC em PBS para os 8 microele-
trodos classificados entre M1-MS8.

As Figuras 5, 6 ¢ 7 mostram medi¢oes de VC em um
microeletrodo (M1) a temperatura ambiente (25 °C) em
PBS. Nas Figuras 5 e 6 foi utilizado uma taxa de varre-
dura de 100 mV.s™!, em um intervalo de potencial de -
1,5Vaté1lVede-0,8V até 0V respectivamente. Ja na
Figura 7 foram utilizadas diferentes taxas de varredura:
5 mV.s!, 20 mV.s!, 50 mV.s'l, 70 mV.s!, 80 mV.s'e
100 mV.s™'. Foram feitas medidas de EIE sobre cada um
dos microeletrodos entre 100 Hz até 100 kHz. A Figura
8 apresenta o valor médio do médulo da impedancia
(Z’) dos microeletrodos.
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Figura 5: Medidas de VC do microeletrodo M1 no in-
tervalo de -1,5 Vaté 1,0 V.
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Figura 6: Medidas de VC do microeletrodo M1 com
100 mV.s'!, entre -0,8 V até 0 V.
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Figura 7: Medidas de VC do microeletrodo M1 para
diferentes taxas de varredura.
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Figura 8: Média do modulo da impedancia dos microe-
letrodos vs Frequéncia.
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Discussao

Observa-se que em medi¢gdes de VC tanto para ma-
croeletrodos (Figura 3) quanto para microeletrodos
(Figuras 4 e 5) existe um efeito predominante de corren-
tes difusivas. Na Figura 3 € possivel observar que para
cada taxa de varredura aparecem diferentes picos asso-
ciados com a densidade de corrente anddica (i) e densi-
dade de corrente catddica (i) dos processos REDOX.
Estes picos foram enumerados de (1) a (6). Os valores
de i, obtidos (1-3) estdo em torno de 3,42, 5,82 ¢ 9,81
uA/cm?; para valores de i, (4-6) estdo em torno de 6,81,
12,36 ¢ 18,14 uA/cm>.

Além disso, observa-se que o aumento da taxa de
varredura gera um deslocamento positivo nos picos
associados a i, ¢ deslocamento negativo para os picos
associados a i.. No intervalo aproximado de -1,2 V até
0,5 V ¢ observado o comportamento tipico de dupla
camada capacitiva [6,8]. Na Figura 4 observa-se que as
densidades de correntes de i, e i mudam, o qual pode-se
associar com possiveis alteragdes nas areas de contato
do metal durante a fabricagdo do dispositivo, possiveis
defeitos na integridade fisica e a possivel presenca de Ti
residual. Pode-se confirmar que os processos no metal
sdo quase-reversiveis para todos os microeletrodos
[3,8,9]. As medidas apresentadas na Figura 5 foram
feitas entre -1,5 Ve 1 V, com o fim de determinar os
processos REDOX no metal. Observa-se que aparecem
iq © i proximos de 0,7 V e -0,2 V respectivamente. Além
disso, nota-se a apari¢ao de novos picos na densidade de
corrente catodica, o qual pode-se assumir estar associa-
do a residuos de Ti. Na Figura 6 ¢ apresentado uma
janela de seguranga no intervalo de -0,8 V até 0 V sobre
o qual o microeletrodo garante unicamente processos
ndo-faradaicos. Como mostrado na Figura 7, foram
feitas medidas a varias taxas de varredura num microe-
letrodo na sonda (M1), verifica-se, de maneira qualitati-
va, a diminuicdo de densidades de correntes catddicas e
anddicas além da diminui¢do da taxa de varredura,
comportamento também observado por outros autores
[9]. Para as medidas de EIE foram investigadas fre-
quéncias baixas, onde tipicamente encontra-se o poten-
cial de agdo (f < 1 kHz) [5]. Na Figura 8, obteve-se o
valor médio do modulo da impedancia dos microeletro-
dos na ordem de 26,6 = 5,5 kQ para 1 kHz.

A partir dos dados anteriores ¢ possivel determinar
tanto a viabilidade das sondas neurais para inser¢do no
cortex quanto sua capacidade de registro (estimulo) em
aplicagdes especificas. Os valores da impedancia, por
exemplo, determinam se os microeletrodos sdo capazes
de registrar neurdnios isolados (single-unif) ou conjun-
tos neuronais (local field potential, multi-unit), além de
influenciar na relagdo sinal ruido.

Em suma, foi verificado que tanto para o macro
quanto microeletrodos os processos REDOX sdo quase-
reversiveis. Além disso, foi identificado um intervalo de
seguranca (-0,8 V até 0 V) em que os microeletrodos
podem ser utilizados em experimentos eletrofisiologi-
cos, ja que apresenta predominantemente processos do
tipo ndo-faradaicos (Figura 6). Verifica-se, também, que
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o aumento da taxa de varredura acrescenta a quantidade
de espécies eletroativas no metal. Entretanto, nota-se
que os dados eletroquimicos podem ser sensiveis aos
processos de microfabricagdo, ja que alteragdes na area
efetiva dos microeletrodos e residuos de Ti na superficie
do mesmo afetam a reprodutibilidade dos resultados
(Figura 4). Por fim, a média do médulo da impedancia
obtida para a sonda neural de SU-8 a 1 kHz foi na or-
dem de 26,6 £ 5,5 kQ, tal valor esta abaixo daqueles
encontrados em sondas comerciais e apresentados em
outros trabalhos [9]. Desta forma, o dispositivo poderia
ser utilizado para registro de células individuais.
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