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ABSTRACTO:Las biointerfaces fotovoltaicas ofrecen una medicina

bioelectrénica inaldmbrica y sin bateria a través de la fotomodulacién de . M_)\m
neuronas. La luz del infrarrojo cercano (NIR) permite la comunicacién con las R r\e'P . vm<

neuronas dentro del tejido profundo y la aplicacién de un alto flujo de fotones 1o N Sa.l - -

dentro del limite de seguridad ocular de la exposicién a la luz. Para ello, las Zn0 [y PP

biointerfaces sin silicio son muy demandadas para un funcionamiento fino y
flexible. Aqui, ideamos una biointerfaz fotovoltaica flexible basada en puntos
cudnticos (QD) que estimula las células dentro de la ventana de transparencia
del tejido espectral mediante el uso de luz NIR (A = 780 nm). Integracién de
una capa de QD ultrafina de 25

La incorporacién de nanoparticulas de nanoparticulas en una arquitectura fotovoltaica multicapa permite la transduccién de luz NIR a corrientes idnicas capacitivas

NIR light

seguras que conducen a potenciales de accién reproducibles en neuronas hipocampales primarias con altas tasas de éxito. Las biointerfaces exhiben baja toxicidad
in vitro y un rendimiento fotoeléctrico robusto en diferentes pruebas de estabilidad. Nuestros hallazgos muestran que los puntos cudnticos coloidales se pueden
utilizar en la medicina bioelectrénica inaldmbrica para el cerebro, el corazény la retina.

PALABRAS CLAVE:infrarrojo cercano, estimulacién neuronal, estimulacién éptica, punto cuantico, fotovoltaica, estimulacién eléctrica

INTRODUCCION

El control 6ptico de la actividad neuronal ofrece la interrogacién en
tiempo real de las redes neuronales y un tratamiento minimamente
invasivo de enfermedades del sistema neuronal.i-3En el espectro éptico,
la luz infrarroja cercana (NIR) permite ventajosamente una mayor
profundidad de penetracién en el cuerpo debido a la absorcién y
dispersion del tejido marginal.ssElimina el requisito de implantacion de
componentes de transmisién de sefiales eléctricas u épticas en el tejido y
permite la aplicacién de un mayor flujo de fotones dentro de limites
seguros de exposicién a la luz debido a energias de fotones mas bajas en
comparacién con la luz visible. Por ejemplo, las nanoparticulas (NP) de
conversién ascendente recientemente brindaron sensibilidad NIR a los
sistemas optogenéticos que operan en el espectro visible y superaron la
limitacion de penetracién de luz de la luz visible y el requisito de
implantacién de fibras de transmisién de luz en el tejido.sDebido a estos
beneficios, existe una tendencia creciente a desarrollar nanoparticulas,
dispositivos y sistemas sensibles al NIR que operen en la ventana de
transparencia del tejido para controlar la actividad neuronal.7-11

La medicina bioelectrénica permite el tratamiento de enfermedades
mediante la estimulacién de células sin administracion de farmacos ni
variacién genética del tejido nativo. Entre las diferentes configuraciones
de dispositivos, las biointerfaces fotovoltaicas ofrecen una herramienta
de neuroestimulacién inaldmbrica y sin bateria que elimina la necesidad
de cables, lo que genera complicaciones quirdrgicas y el reemplazo de la
bateria. Por ejemplo, las biointerfaces fotovoltaicas de silicio permiten
procedimientos quirlrgicos mas cortos y simples para
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implantes de retina, y convierten la luz NIR en corrientes iénicas para la
estimulacién del tejido, lo que ha permitido resultados clinicos exitosos para
recuperar la visién frente a la ceguera debida a la degeneracién macular senil.
12135in embargo, el bajo coeficiente de absorcién del silicio en el NIR (383 cm-1a
880 nm) requiere una capa fotoactiva rigida de 30 um de espesor.isLos
dispositivos optoelectrénicos delgados y flexibles pueden ser una mejor
alternativa para adaptarse a la curvatura del tejido. Por ejemplo,
recientemente, los pigmentos organicos y los polimeros como capas
fotoactivas permitieron que los fotocondensadores flexibles se utilizaran como
electrodos de manguito en los nervios periféricos y como implantes que se
ajustaran a la curvatura de la retina, respectivamente.is, s

Como alternativa, los puntos cuanticos coloidales (QD) tienen un
ancho de banda Unico ajustable a través de un efecto de confinamiento
cuantico, fabricacién procesable en solucién y un alto coeficiente de
absorcién para capas fotoactivas delgadas.i7Ademas, tienen una alta
estabilidad 6ptica con un minimo fotoblanqueo o degradacién quimica.is
Hasta ahora, las estructuras de nucleo o nucleo/capa de diferentes
puntos cuanticos como el telururo de mercurio (HgTe), el seleniuro de
cadmio (CdSe), el fosfuro de indio (InP) y el antimoniuro de aluminio
(AISb) se han utilizado con éxito en la energia fotovoltaica.
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Figura 1. Disefio y propiedades de la biointerfaz. (a) Esquema de la arquitectura de la biointerfaz multicapa. (b) Izquierda: Fotografia de un dispositivo tipico fabricado
sobre un sustrato PET flexible. Derecha: Imagen SEM de QD-BI (arriba, la barra de escala es de 100 nm) y RuOzRecubrimiento (abajo, la barra de escala es de 200 nm).
(c) Imagen HR-TEM de los puntos cudnticos de PbS integrados en el dispositivo fotovoltaico. La barra de escala es de 2 nm. (d) Niveles de energia electrénica de cada
capay su alineacién con respecto al nivel de vacio. Los niveles se obtuvieron de nuestros estudios previos.2z2s(e) Espectro de absorcién de puntos cuanticos entre
longitudes de onda de 700 y 1500 nm. La absorbancia del dispositivo se muestra enFigura S2.

Arquitecturas de biointerfaz para la fotoestimulacién de neuronas, pero
su funcionamiento estaba limitado dentro del rango visible.19-23
Como alternativa, el sulfuro de plomo (PbS), que tiene un radio de
excitéon de Bohr de 18 nm y una banda prohibida de 0,41 eV, permite un
ajuste sensible del borde de absorcién dentro del rango espectral NIR.24
En este trabajo, desarrollamos biointerfaces flexibles sensibles al
infrarrojo cercano mediante el uso de puntos cuénticos. La integracion
de una capa ultrafina de PbS QD de 25 nm en una arquitectura
fotovoltaica multicapa genera una fotorrespuesta capacitiva, que es un
mecanismo seguro de inyeccién de carga para la neuroestimulacion
extracelular. La densidad de inyeccién de carga de las biointerfaces se
mejoré significativamente modificando el electrodo de retorno con un
supercondensador de diéxido de rutenio (RuO2) recubrimiento. La
fotoconversién eficiente en un medio fisiolédgico conduce a la generacién
de potenciales de accién temporalmente precisos en neuronas del
hipocampo bajo fotoexcitacién de 780 nm con tasas de éxito de mas del
80 % hasta una frecuencia de estimulacién de 20 Hz dentro de los limites
de seguridad ocular. Las biointerfaces son resistentes a varias pruebas
de estrés y fotoexcitacion crénica y muestran baja citotoxicidad para
cultivos de neuronas del hipocampo in vitro. En conjunto, la arquitectura
de biointerfaz basada en QD sensible a NIR que se presenta en este
documento tiene un gran potencial para construir neuroestimuladores
minimamente invasivos para realizar estimulacion cerebral, cardiacay
retiniana.

RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio y funcionamiento de biointerfaz.La arquitectura de
biointerfaz basada en QD consta de 6xido de rutenio (RuO2)-
electrodo de retorno de éxido de indio y estafio (ITO) recubierto, un
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Capa de transporte de electrones/bloqueo de huecos de ZnO, una capa
de QD de PbS que absorbe NIR y una capa de transporte de huecos de
poli(3-hexiltiofeno-2,5-diilo) (P3HT) (Figura 1a). Asi, la arquitectura del
dispositivo consta de un electrodo activo (ZnO/PbS/P3HT/ITO) para la
generacion de fotocorriente y un electrodo de retorno (RuO2/ITO), que
completa el recorrido eléctrico de la fotocorriente. Todas las capas se
procesan en solucién sobre un sustrato de ITO/tereftalato de polietileno
(PET), lo que da como resultado una biointerfaz basada en QD flexible
(QD-BI) (Figura 1b izquierda). La imagen de microscopia electrénica de
barrido (SEM) de seccién transversal de QD-BI muestra espesores de
capa individuales de 50, 25 y 50 nm para las capas de ZnO, QD y P3HT,
respectivamente (Figura 1b arriba a la derecha). Junto con el electrodo
posterior de ITO (130 nm), las capas electrénicas de las biointerfaces
tienen un espesor de 250 nm, lo que resulta ventajoso para fabricar
electrodos de estimulacion ligeros y flexibles. Ademas, la imagen SEM de
la superficie de RuO2

El recubrimiento demuestra una morfologia de pelicula porosa, lo que
genera una alta relacién area superficial electroquimica/area superficial
geométrica (ESA/GSA) que es favorable para obtener una gran
capacitancia interfacial.2sEl andlisis de microscopia electrénica de
transmisién (TEM) de los puntos cudnticos reveld que el tamafio medio
de particula era 3,6 £+0,5 nm (Figura S1), y una imagen TEM de alta
resolucién (HR-TEM) muestra claramente la fina cristalinidad de la
nanoestructura de QD (Figura 1c) La alineacién de la banda de energia de
la arquitectura del dispositivo es favorable para separar los pares
electrén-hueco que se fotogeneran en la capa QD (Figura 1d), mientras
que la banda prohibida de 1,1 eV de los QD proporciona sensibilidad NIR
a nuestras biointerfaces, lo que da como resultado un espectro de
absorcién que cubre la regién NIR-I (760-900 nm) y se extiende hasta
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Figura 2. Caracterizacién fotoeléctrica y desarrollo del dispositivo. (a) Esquema que presenta los origenes de la via de desarrollo del dispositivo. Los
circulos rellenos y vacios representan electrones y huecos, respectivamente. El grafico siguiente muestra la evolucién de la corriente de inicio capacitiva y
la amplitud de carga fotogenerada (mediatsd paraN =6), que se midieron con la configuracién descrita en el panel b bajo pulsos de luz de 10 ms. La
corriente capacitiva representa la fotocorriente méxima al inicio de la luz.s2(b) Ilustracién de la configuracién de medicién de fotocorriente/fotovoltaje en
circuito abierto. Se utilizé un amplificador de fijacién de parche en modo de fijacién de voltaje para registrar las fotocorrientes entre el electrodo de
registro Ag/AgCl y un electrodo de referencia Ag/AgCl distante, colocando la pipeta de parche cerca (<5 pm) de la interfaz entre el dispositivo y el
electrolito. El electrolito es un liquido cefalorraquideo artificial (LCRa), que imita el medio extracelular in vivo de las neuronas (el espectro de absorcién del
LCRa se proporciona enFigura S3). Efecto de (c) ZnO, (d) P3HT y (e) RuO2Capas en la respuesta de fotocorriente de las biointerfaces. Las barras rojas
indican periodos de luz encendida. (f) Fotovoltaje de QD-BI bajo pulsos de 1 ms aplicados a una frecuencia de pulso de 100 Hz. (g) Desviacion del
fotovoltaje de referencia bajo pulsos de 1 ms para diferentes frecuencias de pulso (mediatsd paraN =6) Para todas las mediciones de esta figura, la
densidad de potencia éptica fue de 5 MW mm-zy la resistencia de la pipeta de parche fue de 5 MQ.

la regién NIR-II (1000-1700 nm) (Figura 1mi).2sEsto proporciona a

nuestras biointerfaces un amplio espectro de funcionamiento. Sin

embargo, como la absorcién de luz por el agua aumenta

significativamente mas alla de los 900 nm, utilizamos una longitud de

onda de fotoexcitacion de A = 780 nm en nuestros experimentos.

Cada capa de la arquitectura del dispositivo contribuye al
rendimiento fotoeléctrico de la biointerfaz, que se resume
esquematicamente enFigura 2a. Cuantificamos el efecto de
cada paso en el desarrollo del dispositivo midiendo la

fotocorriente interfacial y fotocargas generadas en la interfaz dispositivo-

electrolito a través de una configuracién de pinza de parche (Figura 2b)
La capa de QD fotoactiva absorbe los fotones NIR entrantes y genera
pares electrén-hueco. Para separar eficazmente estos pares de carga,

integramos una capa de nanoparticulas de ZnO entre la capa de ITOy la

capa de QD para formar una heterojuncién de separacién de carga.

Informes anteriores indicaron que la fabricacién de la capa de QD de PbS

expuesta al aire conduce a un dopaje de tipo p.29,30mientras que ZnO es

inherentemente un material de tipo n.s1Este
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Figura 3. Densidad de corriente y carga de las biointerfaces. (a) Configuracién de tres electrodos para caracterizar la respuesta fotoeléctrica de cortocircuito de QD-BI
con electrodo de retorno de ITO como WE, CE de platino y RE de Ag/AgCl. El drea discontinua es una vista ampliada a continuacién para indicar la conexién y la
arquitectura del dispositivo. (b) Respuesta de fotocorriente de QD-BI medida bajo un pulso de luz de 780 nm con un ancho de pulso de 10 ms, 1 mW mm-zintensidad
de la luzy frecuencia de pulso de 1 Hz. El recuadro muestra el fotovoltaje en las mismas condiciones. (c) Densidad de fotocorriente y fotovoltaje de QD-BI en funcién
de la intensidad de la luz (mediatsd paraN =6) Densidad de carga fotogenerada de QD-BI en funcién de (d) duracién del pulso y (e) intensidad de la luz (mediatsd
paraN =6) La intensidad de la luz fue de 1 mW mm:-zen el panel d y la duracién del pulso fue de 10 ms en el panel e.

conduce a una separacion de carga efectiva en la interfaz QD-ZnO
mediante la formacién de una heterojuncién exciténica o agotada,3
lo que conduce a la generacion de una respuesta capacitiva en la
estructura ITO/ZnO/PbS, mientras que la estructura ITO/PbS por si
misma tiene una fotocorriente casi nula bajo iluminacién NIR (Figura
2c) La adicién de una capa de P3HT sobre la estructura de ITO/ZnO/
PbS proporciona una separacién de carga aun mejor debido a su
nivel de orbital molecular ocupado mas alto (HOMO) favorable para
la transferencia de huecos. Esto conduce a 2.1+0,3 (media +sd paraN
=6) aumento de veces el pico de inicio capacitivo (Figura 2d) Ademas
de la respuesta capacitiva mejorada, integramos un RuO de alta
capacitancia.2capa al electrodo de retorno para aumentar la
densidad de inyeccién de carga de las biointerfaces. La densidad de
inyeccién de carga aumenta en mas de un orden de magnitud con
RuOzintegracion (Figura 2e) debido a la gran capacitancia interfacial
de RuOzresultantes de reacciones redox rapidas y reversibles. Por lo
tanto, el RuOz- La arquitectura integrada ITO/ZnO/PbS/P3HT
produjo el mejor rendimiento fotoeléctrico en términos de
respuesta capacitiva y densidad de inyeccion de carga.

También exploramos la idoneidad de QD-BI para la neuroestimulacién
de alta frecuencia (del orden de decenas de Hz). Debido a que RuO2
El recubrimiento del electrodo de retorno aumenta la constante de
tiempo, la disminucién de la fotocorriente a su valor de referencia es mas
lenta después de la compensacién de la luz. Esto puede causar
acumulacién de carga en la interfaz electrodo-electrolito cuando se
aplican pulsos de alta frecuencia y la carga en la interfaz afectaria el
potencial de reposo de las neuronas que se cultivan en QD-BI.
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Se probé la desviacién del fotovoltaje de su linea base bajo diferentes
frecuencias de pulso. Bajo un estimulo de 100 Hz con un ancho de pulso
de 1 ms, la interfaz electrodo-electrolito se carga rdpidamente al
comienzo del tren de pulsos y la carga se satura después de unos pocos
cientos de milisequndos (Figura 2f) En consecuencia, el fotovoltaje base
se desplaza en 2,7+0,15 mV (mediatsd para N =6) Cuantificamos de
manera similar la cantidad de cambio de linea de base para diferentes
frecuencias (Figura 2g), lo que revela que el efecto de la carga en la
interfaz electrolitica es marginal, es decir, menor a unos pocos
milivoltios. Por lo tanto, no esperamos una carga significativa en la
interfaz entre el dispositivo y la neurona durante los experimentos de
fotoestimulacion.

La respuesta fotoeléctrica de cortocircuito de las biointerfaces es util
para evaluar la eficiencia de fotoconversién de los electrodos. Medimos
la fotocorriente de cortocircuito de QD-BI a través de una configuracién
convencional de tres electrodos. El electrodo de trabajo (WE) esta
conectado al electrodo de retorno de QD-BI, mientras que el electrodo de
referencia (RE) y el contraelectrodo (CE) estan flotando en el medio iénico
del liquido cefalorraquideo artificial (aCSF) (Figura 3a). Aplicaciéon de
pulsos de 10 ms de 780 nm con un mm de 1 mW-:La densidad de
potencia 6ptica resulté en 550 pA cm-2densidad de corriente maxima
para QD-BI (Figura 3b) Esto corresponde a una capacidad de respuesta
de 5,5 mA/W. A modo de comparacién, también verificamos la densidad
de corriente de QD-BI bajo luz de 940 nm y observamos que la densidad
de corriente es mayor para 780 nm (Figura S4), lo que atribuimos a la
elevada absorbancia del aCSF para longitudes de onda superiores a 900
nm (Figura S3).Figura 3c muestra la fotocorriente y el fotovoltaje en
funcién de la luz
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Figura 4. Pruebas de estabilidad y biocompatibilidad. (a) Fotovoltaje y pico de fotocorriente de QD-BI bajo la prueba de estrés acelerado (media +sd paraN =4)
Después de cada paso se tomaron medidas de los dos pardmetros, es decir, OzEsterilizacién con plasma, EtOH (enjuague con etanol), durante la noche (incubacién
durante la noche en medio de cultivo celular), esterilizacién UV y segundo enjuague con etanol. (b) Medicién de impedancia de QD-BI antes y después de la prueba
de estrés acelerado entre frecuencias de 1y 10 000 Hz (los trazos representan el promedio de cuatro muestras diferentes). (c) Pico de fotovoltaje de QD-BI bajo
fotoexcitacion de 100 Hz durante una prueba de fotoestabilidad de 20 min (que corresponde a 120 000 ciclos) (mediat

sd paraN =4) Iluminacién: frecuencia de estimulo de 100 Hz, ancho de pulso de 5 ms, 7 mW mm-2Densidad de potencia dptica. (d) Andlisis de citotoxicidad MTT de
neuronas hipocampales primarias cultivadas en muestras de control QD-BI e ITO (mediatsem paraN =4) El nivel de significancia se calculé utilizando un modelo no
pareado de dos colas.aprueba; *pag.Se evalué un nivel de significacién estadistica de 0,05. (e) Imdgenes de inmunofluorescencia de neuronas hipocampales
primarias cultivadas en muestras de control QD-BI e ITO el dia 0 y el dia 14 de incubacién (cada imagen es el promedio de cuatro imagenes diferentes tomadas de
cuatro areas diferentes). Las neuronas hipocampales primarias se cotejieron con DAPI (azul), Anti-NeuN (rojo) y Anti-F-actina (verde). Barra de escala: 100 pm.

intensidad, que tiene una dependencia casi lineal entre la fotorrespuesta
y la potencia incidente, lo que indica una fotocorriente inducida por
absorcién de fotones individuales. La fotocorriente enFigura 3b se
desintegra lentamente debido al aumento de la constante de tiempo por
la integracion de RuOzal electrodo de retorno y esto mejora
significativamente la densidad de inyeccién de carga de QD-BI necesaria
para una estimulacién eficaz de las neuronas. Cuantificamos el
rendimiento de inyeccién de carga de QD-BI calculando las areas bajo los
rastros de fotocorriente-tiempo para diferentes anchos de pulso (Figura
3d) y para diferentes intensidades de luz (Figura 3e). En consecuencia,
QD-BI proporciona més de 5 uC cm-2

carga por pulsos de 20 ms con 1 mW mme-zintensidad de la luz, que esté
en el rango de niveles de carga umbral para la estimulacién de diferentes
estructuras como el nervio 6ptico, el nervio auditivo y el nacleo
subtaldmico.2sDebido a la configuracién experimental en esta medicién,
la intensidad maxima de luz es de 1 mW mm-2, mientras que en la
configuracién del experimento de fotoestimulacion, la intensidad de la
luz puede alcanzar hasta 7 mW mm-, lo que significa que la densidad de
carga aumentard aun mas. Favorablemente, estas intensidades estan por
debajo de los limites de seguridad ocular para duraciones de pulso entre
0,1y 20 ms para frecuencias de estimulo de 1, 5, 10 y 20 Hz (Figura S5).

Estabilidad y biocompatibilidad de QD-BI.Para evaluar la
estabilidad fotoeléctrica de QD-BI, medimos el fotovoltaje y la
fotocorriente de nuestros dispositivos después de someterlos

Los sometemos a varios procedimientos de esterilizacién. Esta prueba de esfuerzo
acelerada proporciona informacién sobre la estabilidad de los dispositivos en los
pasos de esterilizacion estandar. Aplicacién secuencial de O2

La esterilizacién con plasma, el enjuague con etanol, la incubacién
durante la noche en un medio de cultivo celular, la esterilizacién UV y los
segundos pasos de enjuague con etanol no provocaron un cambio
significativo en el pico de fotovoltaje y la fotocorriente de QD-BI (Figura 4
a). También verificamos la impedancia de los electrodos pristinos y
esterilizados mediante espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS), que reveld que la impedancia del dispositivo no se vio afectada
notablemente por el procedimiento de esterilizacién secuencial (Figura 4
b), lo que indica que no se produjeron dafios considerables durante la
prueba de estrés acelerado. La fotoestabilidad de los electrodos bajo
fotoexcitacién repetida también es fundamental para anticipar el
funcionamiento a largo plazo de las biointerfaces en una posible
condicién de implante. Las mediciones del pico de fotovoltaje de QD-BI
bajo una fotoexcitacién de 100 Hz después de 20 min, que corresponde a
120 000 ciclos de fotoexcitacién, mostraron que 82 +El 3% del pico de
fotovoltaje se conservé después de la prueba de fotoestabilidad (Figura 4
c) Para el origen de la degradacién, consideramos que los QDs son
oxidantes debido a la fotoexcitacion repetida y a estar en un ambiente de
oxigeno. De acuerdo con la literatura previa, mas que las caracteristicas
intrinsecas, la eleccién del ligando afecta directamente los procesos de
degradacién en los QDs de PbS.33Aunque es pequefio y esta cubierto con
acido oleico,
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Figura 5. Estimulacién neuronal inducida por luz. (a) Esquema simplificado de la configuracién de registro intracelular utilizando un amplificador de fijacién de
parche. Las biointerfaces flotan eléctricamente en una solucién extracelular de aCSF. (b) Registros de fijacién de corriente de neuronas del hipocampo bajo una
intensidad de luz gradualmente aumentada. La intensidad al principio (4,2 mW mm:-2) se incrementé en 0,4 mW mm-2en cada pulso. (c) Registro de corriente
transmembrana de neuronas en modo de fijacién de voltaje de célula completa para diferentes potenciales de retencién de membrana. (d) Dependencia de la
despolarizacién transmembrana y la tasa de éxito de picos con respecto a la intensidad de la luz que incide en QD-BI (mediatsd paraN =4) (e) Registros de pinza de
corriente de neuronas bajo fotoestimulo repetido para frecuencias de 10 y 20 Hz bajo 7 mW mm-2Pulsos de 20 ms. Los artefactos de estimulacién al inicio y al final de
la luz se eliminan gracias al submuestreo de los datos de la pinza de corriente (Figura S7). (f) Dependencia de la tasa de éxito de los picos y AVmetro(diferencia en el
potencial de membrana antes y después de 1 min de estimulo) a una frecuencia de fotoestimulo inferior a 7 mW mm-2, pulsos de 20 ms (mediatsd paraN =4) (g)
Latencia media de los potenciales de accién y fluctuacién (desviacion estandar de las latencias para todas las neuronas que se activan) para 7 mW mm-2, pulsos de 20

ms (mediatsd paraN =4 neuronas).

Los QD de PbS son épticamente estables, los QD utilizados en este
estudio con un primer pico exciténico alrededor de 1,2 ym pueden no ser
perfectamente estables en ese sentido, lo que se puede resolver
disminuyendo el tamafio de los QD o sintetizando QD con iones Cl
mejorados en la superficie.2s,3sAdemds, no observamos una variacién
significativa en el pH del aCSF durante la fotoexcitacién repetida (Figura
S6). En conjunto, estos experimentos demuestran que QD-BI conserva su

funcionalidad en un medio aCSF bajo diferentes condiciones de estrés.

factores inductores como pruebas de esterilizacién y fotoexcitacion
repetida.

Probamos la viabilidad de neuronas hipocampales primarias cultivadas en
QD-BI mediante analisis de citotoxicidad MTT para evaluar la
biocompatibilidad de las biointerfaces. Se comparé la viabilidad celular de
neuronas cultivadas en sustratos de control QD-BI e ITO después de 48 h de
incubacion en el medio de cultivo celular. Las neuronas cultivadas en QD-BI
mostraron una alta viabilidad celular y no mostraron ninguna diferencia
significativa de viabilidad en comparacién con las que no lo hicieron.
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Se cultivaron en muestras de control de ITO, lo que indica la baja
citotoxicidad de QD-BI para las neuronas del hipocampo in vitro (Figura 4
d). Ademas, las imagenes de inmunofluorescencia de neuronas en
sustratos de control QD-BI e ITO tomadas el 1.° (dia 0) y el 14.° dia (dia
14) de incubacién demostraron que las neuronas aun sobrevivian y
conservaban su morfologia en muestras de QD-BI e ITO después de 2
semanas de incubacién (Figura 4e) En este trabajo, consideramos que, si
bien el contenido de metales pesados de los puntos cuanticos es una
posible fuente de toxicidad, el recubrimiento biocompatible de P3HT
encapsula los puntos cuanticos y disminuye la toxicidad durante el
periodo de tiempo en que investigamos la condicién in vitro. De manera
similar, se demostré anteriormente que la encapsulacién de puntos
cudnticos a través de una cubierta inorganica libre de metales pesados
o recubrimientos organicos suprime significativamente la toxicidad
potencial.3s36

Fotoestimulacién de neuronas primarias.El funcionamiento estable y
la biocompatibilidad de QD-BI junto con el rendimiento fotoeléctrico
efectivo sefialan su potencial para la neuroestimulacién eléctrica
inducida por la luz. Para validar esto, realizamos experimentos de
registro intracelular de células individuales con una configuraciéon de
fijacién de parche en configuracién de célula completa. Las neuronas
hipocampales primarias se cultivaron en QD-BI y sus comportamientos
de potencial transmembrana inducido por la luz (definido como el
potencial de membrana intracelular con respecto a un electrodo Ag/AgCl
distante) se registraron en un modo de fijacién de corriente bajo
excitaciéon pulsada de 780 nm (Figura 5a).

La intensidad de la luz que incide sobre la biointerfaz afecta directamente la
respuesta de las neuronas a la fotoexcitacién. Para intensidades de luz mas
bajas, las neuronas muestran respuestas de membrana subumbral. Después
de un cierto nivel de intensidad, las neuronas comienzan a disparar
potenciales de accién debido al efecto despolarizante supraumbral del QD-BI (
Figura 5b) Para comprender la cantidad necesaria de despolarizacién de la
membrana para observar la respuesta de membrana supraumbral,
examinamos la corriente transmembrana de las neuronas en el modo de
célula completa mientras aumentamos gradualmente el potencial de retencién
de membrana en el modo de fijacién de voltaje.

- Con un voltaje de retencién de 70 mV, la corriente transmembrana es
casi cero. Cuando aumentamos el potencial de retencién en pasos de -10
mV, comenzamos a observar una corriente entrante negativa rapida a
-30 mV. Esta corriente negativa es representativa de una corriente
entrante rapida de sodio observada durante un potencial de accién,
seguida de una corriente saliente de potasio mas lenta (Figura 5c) Esto
significa que se espera que la despolarizacién del potencial
transmembrana del orden de 40 mV provoque la activacién del potencial
de accién. Cuando aumentamos el potencial de mantenimiento a -10
mV, volvemos a observar la rapida corriente de entrada de sodio con una
latencia menor en comparacién con un potencial de mantenimiento de
-30 mV, como se esperaba.

A continuacion, caracterizamos la cantidad de despolarizacién
transmembrana bajo diferentes intensidades y cémo estas se reflejan en
la proporcién de picos exitosos/no exitosos del potencial de accién para
cada intensidad. Para cuantificar la magnitud de la despolarizacién sin
inducir potenciales de accién, bloqueamos los canales de sodio
dependientes del voltaje agregando 5 mM de cloruro de QX-314 a la
solucién intracelular. Observamos una dependencia casi lineal de la
magnitud de la despolarizacién con la intensidad de la luz (Figura 5d)
Una corriente de 4,2 mW mm:-zLa intensidad de la luz genera un 35+
Despolarizacién de 8,5 mV y baja (54,5 %) tasa de picos exitosa a 1 Hz
con una duracién de pulso de 20 ms porque solo una pequefia parte de
los pulsos produce despolarizacién transmembrana supraumbral
(superior a 40 mV). Para una frecuencia de pulso de 5,6 mW mm-2
La intensidad, la despolarizacién y la frecuencia de picos aumentan hasta 40+
8,1 mVy 45+9%, respectivamente. La tasa de picos aumenta al 88%.+

6% para 7 mW mm-zintensidad de la luz, lo que significa que la
despolarizaciéon transmembrana generada (52+9,2 mV) es suficiente
para que la mayoria de los pulsos provoquen la activacién. QD-BI
también puede evocar potenciales de accién reproducibles para
estimulos de frecuencias mas altas, como 10y 20 Hz (Figura 5e) Las
tasas de éxito de los picos para las frecuencias de 1, 5, 10y 20 Hz
son todas superiores al 80%, lo que indica un acoplamiento eficiente
de la fotorrespuesta de las biointerfaces a la membrana neuronal (
Figura 5f) Ademas, después de la aplicacion de fotoestimulo de
frecuencias de 1, 5, 10 y 20 Hz durante 1 minuto, solo hay un cambio
marginal (méximo de 3,2+1,3 mV a 20 Hz) en el potencial de
membrana en reposo de las neuronas (Figura 5f) Finalmente,
calculamos los parametros de latencia y jitter medios para los picos
exitosos inducidos por QD-BI como 15,4+2,4 msy 2,2+ 0,4 ms para
fotoestimulo con ancho de pulso de 20 ms, respectivamente (Figura
5gramo).

CONCLUSIONES

Este estudio demostré una biointerfaz fotovoltaica sensible al infrarrojo
cercano basada en QD. Para el funcionamiento en la ventana de transparencia
del tejido, elegimos un QD que absorbe el infrarrojo cercano y lo combinamos
con una capa de nanoparticulas de ZnO para lograr una separacién de carga
efectiva y una fotorrespuesta capacitiva. La adicién de una capa de transporte
de huecos de P3HT mejoré alin mas la fotorrespuesta al capturar huecos,
mientras que RuO:zEl recubrimiento del electrodo de retorno generé una gran
capacitancia del electrodo de retorno y una alta densidad de inyeccién de
carga. Todas estas capas se recubrieron mediante técnicas de procesamiento
en solucién, lo que indica la fabricacién simple y de bajo costo de las
biointerfaces basadas en QD.

El andlisis de la generacién de fotocarga de QD-BI en el medio
iénico mostré que el mecanismo de inyeccion de carga dominante
es capacitivo en la interfaz electrodo-electrolito.s7que es una
alternativa segura a la inyeccién de carga faradaica irreversible.3s
Ademas, la adicion de RuO:zal electrodo de retorno se introducen
procesos faradaicos rapidos y reversibles en el RuO2- interfase
electrolitica, que se ven contrarrestadas por las reacciones
faradaicas que ocurren en la interfase electrolitica activa (ZnO/PbS/
P3HT). No observamos ningun signo de presencia de reacciones
faradaicas irreversibles durante los experimentos de
fotoestimulacién en términos de variacion de pH, viabilidad celulary
degradacién de la biointerfaz.

Aunque los fotodiodos de silicio se han aplicado a la estimulacion
fotovoltaica NIR y han demostrado una alta eficiencia,39,40Su
transicién a arquitecturas de dispositivos flexibles ain no se ha
producido. Por un lado, se han integrado formas nanomateriales de
silicio en estructuras de dispositivos flexibles, pero su espectro se ha
mantenido en la region visible.41Por otra parte, aunque el potencial
de las biointerfaces organicas se revel6 con un estudio
computacional para implantes de retina,sS6lo un informe reciente
demostré experimentalmente la neuromodulacién en el NIR.10

Alto coeficiente de absorcién de los QD24y el disefio eficaz del dispositivo de
nuestras biointerfaces resulté en la fotoestimulacién de neuronas con
intensidades de luz por debajo de los limites de seguridad ocular (Figura S2),
que es fundamental para los dispositivos protésicos de retina. Los valores
maximos de exposicién permitidos son mas altos para la luz NIR en
comparacién con la luz visible, lo que hace que las biointerfaces sensibles a la
luz NIR sean mas adecuadas para aplicaciones oftalmicas.s2
Ademas, los receptores de la retina responden al espectro visible pero no a las longitudes de
onda del infrarrojo cercano, por lo que las biointerfaces flexibles que responden al infrarrojo
cercano combinadas con gafas inteligentes con proyectores de infrarrojo cercano tienen un
gran potencial para ser utilizadas para recuperar la visién contra enfermedades

degenerativas de la retina. Ademas, la luz del infrarrojo cercano puede
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penetran unos centimetros de profundidad en el cerebro y estas
biointerfaces sensibles al NIR también se pueden utilizar para la
estimulacion cerebral disefiandolas de acuerdo con la mecanica
tisular requerida.

En conclusién, presentamos una biointerfaz basada en QD que puede
activar potenciales de accién inducidos por luz NIR en neuronas del hipocampo
en una ventana de transparencia tisular. Es favorable que las biointerfaces se
puedan fabricar en un sustrato flexible utilizando métodos simples de
procesamiento en solucién, y una capa de QD ultradelgada en una
arquitectura fotovoltaica bien disefiada da como resultado una generacién
eficiente de fotocorriente capacitiva que conduce a una fotoestimulacién
temporalmente precisa y reproducible de las neuronas. Los QD con sus
excepcionales propiedades optoelectrénicas y de bioconjugacién son muy

prometedores para las interfaces neuronales de préxima generacion.

SECCION EXPERIMENTAL

Fabricacién de dispositivos.ITO/PET con una resistividad superficial de 60 Q
cuadrados-1(Sigma-Aldrich), puntos cuénticos de tipo nucleo PbS (Sigma-
Aldrich, laellos= 1400 nm, 10 mg mL-1en tolueno), P3HT con una
regioregularidad del 95,7% y un peso molecular de 57 467 g mol-1(Ossila),
cloruro de rutenio (III) hidrato (RuClz-incégnitayo20) con un peso molecular de
207,43 g mol-1(Sigma-Aldrich), acetato de zinc deshidratado (Zn(CH3CO2)2:2
horas20) (Sigma-Aldrich), 2-metoxietanol (CayosOhz) (Sigma-Aldrich),
etanolamina (HOCH2es2NUEVA HAMPSHIRE2) (Sigma-Aldrich) y 1,2-
diclorobenceno (Ceyo4Cl2) se utilizaron en la fabricacién. Aunque utilizamos
una excitacién de 780 nm en nuestro estudio, utilizamos un QD desplazado al
rojo (Aellos= 1400 nm) porque la absorbancia de los QD aumenta hacia 780 nm
debido a las transiciones electrénicas adicionales que ocurren entre las bandas
de conduccién y valencia.

Para la limpieza, los sustratos se sonicaron consecutivamente en una
solucién de detergente, agua desionizada, acetona y alcohol isopropilico
durante 15 min. Los sustratos secos se sometieron a un tratamiento con ozono
UV durante 20 min. Luego, se afiadié una solucién sol-gel precursora de ZnO,
que consistia en 219,3 mg de acetato de zinc deshidratado (Zn(CH3CO2)2-2
horasz0), 2 mL de 2-metoxietanol (CayosOhz) y 73 mg de etanolamina (HOCH:
es2NUEVA HAMPSHIRE>), se recubrié por centrifugacién a 2000 rpm y se
recocié a 200°C durante 20 min. La solucién de PbS QD se recubrié por
centrifugacién a 2000 rpm y se recocié a 100°C durante 15 min. Luego 20 mg
mL-La solucién de P3HT en 1,2-diclorobenceno se recubrié por centrifugacién
a 2000 rpm y se recocié a 150°C durante 15 minutos. RuO2Se revistié mediante
deposicién electroquimica de 60 ciclos a partir de un RuCl 0,01 Ms-incégnitayo2
Solucién O como se describe en un estudio anterior.43

Caracterizacion fotoeléctrica.Se utilizé un amplificador de fijaciéon de
parche EPC 800 Heka Elektronik para registrar los pardmetros
fotoeléctricos de circuito abierto. Se preparé un medio extracelular
(liquido cefalorraquideo artificial (LCRA)) mezclando 10 mM de &cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico (HEPES), 10 mM de glucosa, 2 mM
de CaCl2, 140 mM de NaCl, 1 mM de MgClz, 3 mM KCl y una cantidad
estequiométrica de NaOH para ajustar el pH a 7,4, en agua destilada. El
medio intracelular se preparé mezclando 140 mM KCl, 2 mM MgClz,
HEPES 10 mM, etilenglicol-bis(B-aminoetiléter)- 10 mMN,N,N’,norte-acido
tetraacético (EGTA), 2 mM Mg-ATP y una cantidad estequiométrica de
KOH para ajustar el pH a 7,2-7,3, en agua destilada. Las biointerfaces se
dejaron flotando en aCSF sin ninguna conexién de cables. Las pipetas de
parche se llenaron con el medio intracelular.

Se utilizé un potenciostato-galvanostato Autolab PGSTAT302N (Metrohm,
Paises Bajos) para registrar la fotocorriente/fotovoltaje de cortocircuito en una
configuracién de tres electrodos. El electrodo posterior de las muestras de
pelicula delgada se conect6 al electrodo de trabajo. Se utilizaron el electrodo
de referencia Ag/AgCly los contraelectrodos de platino. Las mediciones se
realizaron en medio iénico aCSF.

Se utilizé un LED Thorlabs M780LP1 como fuente de iluminacién. Se utilizé un
controlador LED de 1 canal de alta potencia Thorlabs DC2200 para ajustar los anchos
de pulsoy las intensidades de la luz. Las potencias dpticas se midieron mediante un
medidor de potencia Newport 843-R.
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Procedimientos de esterilizacién.Oh2Se aplicé la esterilizacién con plasma durante 5
minutos. Se realizaron tres enjuagues con etanol primero y segundo. La esterilizacién
durante la noche consistié en la incubacién de los dispositivos en el medio de cultivo celular a
37°C.°Cdurante 24 h.

Medicién de impedancia electroquimica.La EIS se realizé
utilizando un potenciostato galvanostato Autolab PGSTAT302N
(Metrohm, Paises Bajos) en la misma configuracién de tres
electrodos descrita en elCaracterizacion fotoeléctricakl rango de
frecuencia fue de 1 Hz a 10 kHz en la medicién EIS y se aplicé un
voltaje de CA de 10 mV (RMS). Las mediciones se tomaron en medio
iénico aCSF.

Aislamiento de neuronas primarias.Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por los Comités Institucionales de Cuidado y
Uso de Animales de la Universidad de Kog (N.° de Aprobacién:
2021.HADYEK.022) de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE del Parlamento
Europeo y del Consejo sobre la Proteccién de los Animales Utilizados para
Fines Cientificos. Los procedimientos fueron llevados a cabo por veterinarios
responsables e investigadores certificados para experimentos con animales.
Los protocolos de aislamiento y cultivo de neuronas primarias del hipocampo
se llevaron a cabo de acuerdo con nuestros estudios previos.2344Se aislaron los
hipocampos de embriones de ratas albinas Wistar E15-E17 y se colocaron
inmediatamente en solucién salina equilibrada de Hank helada (HBSS, Thermo
Fisher Scientific, MA, EE. UU.). La digestién enzimatica del hipocampo se realizé
con incubacién en una solucién de tripsina-EDTA al 0,25 % (Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.) con un suplemento de DNasa-I al 2 % (NeoFroxx,
Einhausen, Alemania) durante 20 min en un bafio de 37°C incubadora.
Después de la digestién, las células se centrifugaron y el sobrenadante se
cambié con Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/
F12 Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) suplementado con suero bovino
fetal al 10 % (FBS, inactivado por calor, GE Healthcare, IL, EE. UU.) y 1 % de
penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.). El medio
DMEM/F12 se descartd y el medio neurobasal (NBM, Thermo Fisher Scientific,
MA, EE. UU.) se complementé con B27,yo-glutamina, B-mercaptoetanol,
glutamato (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.) se afiadi6 al pellet celular. Las
células se trituraron y pasaron a través de un colador celular de 70 pm. La
solucién celular homogénea se sembroé en poli-p-Sustratos recubiertos con
lisina (PDL, Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.). Después de 3 dias de incubacién de las
células en los sustratos, los medios de las células se cambiaron con NBM
suplementado con arabinésido de citosina (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.) para
inhibir el crecimiento de las células gliales. Después de 24 h de incubacién con
arabindsido de citosina, los medios se renovaron con NBM y las neuronas
hipocampales primarias en los sustratos se cultivaron para experimentos
posteriores.

Ensayo de biocompatibilidad.La viabilidad celular de las neuronas primarias
del hipocampo en las biointerfaces se verificé con un ensayo MTT de acuerdo
con nuestros estudios previos.23,44Brevemente, los dispositivos de biointerfaz
se esterilizaron con etanol al 70 % e irradiacién UV durante 30 minutos. Las
biointerfaces se colocaron en placas de 6 pocillos. Las neuronas hipocampales
primarias se sembraron en los sustratos como 5x10scélulas por muestra 'y
cultivadas en medio neurobasal (NBM, Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.)
suplementado con B27,yo-glutamina, B-mercaptoetanol y glutamato (Thermo
Fisher Scientific, MA, EE. UU.) a 37°C con 5% de CO2Después de 48 h de
incubacién, el medio celular se reemplazé con 1 mL de solucién de MTT (5 mg/
mL en PBS, pH =7,4) y 4 mL de una mezcla de NBM por pocillo, y las células se
incubaron a 37°C durante 4 h. Después de 4 h de incubacién, las muestras se
transfirieron a una nueva placa de 6 pocillos y se afiadié una mezcla 1:1 de
DMSO y etanol en los pocillos para disolver los cristales de formazén. La
solucién se transfirié a una placa de 96 pocillos y se midié la absorbancia a una
luz de 570 nm con el lector de microplacas Synergy H1 (Bio-Tek Instruments).
La viabilidad celular relativa se calculé como porcentaje de viabilidad celular =
(ODmuestra/ SOBREDOSIScontrol)x100.

Tincién e imagenes de inmunofluorescencia.Neuronas primarias del
hipocampo (5%10sLas células por muestra) se cultivaron como se explicé
anteriormente en el control ITO y luego se permitié que los sustratos de
biointerfaz crecieran el dia 0y el dia 14 en una condicién de cultivo
adecuada. Las neuronas en los sustratos se fijaron con paraformaldehido
al 4 % el dia Oy el dia 14 y se lavaron tres veces con PBS-T (solucién salina
tamponada con fosfato, 0,1 % Triton X-100).
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Se bloquearon en una solucién de superbloqueo. Después del tratamiento de
bloqueo, las células en los sustratos se incubaron con anticuerpo anti-NeuN de
conejo (ab177487, Abcam, Cambridge, Reino Unido) durante la noche a 4°C
para caracterizacién neuronal y se lavaron tres veces con PBS-T. Luego, las
muestras se incubaron con IgG de cabra anticonejo H&L Alexa Fluor 555 (4413,
Cell Signaling Technology, MA, EE. UU.) durante 90 minutos a 37°C. Para la
visualizacién del citoesqueleto, las muestras de neuronas primarias también se
tifieron con un anticuerpo de faloidina conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (Sigma-Aldrich, P5282) durante 90 minutos a 37°C. Todas las
muestras se lavaron tres veces con PBS-T y luego se montaron con un medio
de montaje suplementado con DAPI (ab104139, Abcam, Cambridge, Reino
Unido) para observar los nucleos. La obtencién de imagenes por
inmunofluorescencia se realizé con un microscopio de fluorescencia invertido
(Axio Observer 71, ZEISS, Oberkochen, Alemania).

Grabaciones de electrofisiologia.Se utilizé un amplificador de fijacién de
parche EPC 800 Heka Elektronik para registrar la actividad eléctrica de las
neuronas del hipocampo que se cultivaron en biointerfaces. Los registros de
fijacion de corriente para el voltaje transmembrana y los registros de fijacion
de voltaje para las mediciones de corriente transmembrana se realizaron en
configuracién de célula completa. No se conecté ninguin cable a las
biointerfaces. Se utilizé6 aCSF como medio extracelular. Se utilizé la resistencia
de la pipeta de parche de 5-8 MQ para los registros. Las pipetas de parche se
llenaron con el medio intracelular como se describié anteriormente. Para
bloquear los canales de sodio dependientes del voltaje, se agregé cloruro de
QX-314 5 mM al medio intracelular. Para el andlisis estadistico de los
potenciales de accién, los datos de la fijacién de corriente se remuestrearon
sin causar cambios en las propiedades de los potenciales de accién para
realizar el analisis con una complejidad computacional factible. Se utilizé una
camara digital integrada con el microscopio vertical Olympus T2 para
monitorear las neuronas y el movimiento de la pipeta de parche. Las
biointerfaces se iluminaron desde abajo utilizando un LED Thorlabs M780LP1
controlado por un controlador LED Thorlabs DC2200.

Consideraciones de seguridad 6ptica.La potencia radiante maxima
permisible (MP) que puede administrarse crénicamente a la retina se
calculé de acuerdo con los estandares de seguridad ocular.s:El limite
fotoquimico no se aplica en la regién NIR y la ecuacién para el limite
fototérmico y fotoacustico esDiputado =6.93x 10-sdoyodomiPAG-1.doyo= 10
0,002 A-700= 1,445 para A = 780 nm.domiSe tomé como 29,3 W mm-2
considerando un tamafio de mancha retiniana mayor a 1,7 mm de
didmetro de acuerdo con un estudio previo.sla ecuacién para el limite
de pulso Unico para los anchos de pulso entre 0,05y 70 ms se da como
Diputadosoitero= 6,93%10-sdoyodomia-o.2sEstas ecuaciones dan limites de
irradiancia promedio y los limites de irradiancia maxima se pueden
calcular a partir deDiputadocma=Diputadopromedio/(axF),déndeaes la
duracién del pulso yF es la frecuencia del pulso.
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