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1 Introducci6n.

MONTAJE DE UN LABORATORIO DE NEUROFISIOLOGIA PARA EL
ESTUDIO DE REDES NEURONALES EN CEREBROS DE ANIMALES
PEQUENOS.

Capitulo 1.

1 Introduccién.

Eltrabajo que se reporta en esta tesis ha consistido en montar y poner a funcionar
un laboratorio para registrar, aimacenar y analizar sefiales eléctricas extracelulares de
grupos de neuronas de algunas regiones del cerebro de la rata anesteslada.

Es diffcil darse cuenta de lo que ello significa si no se ha trabajado de cerca en ello.
Este tipo de laboratorios se han utilizado desde el siglo pasado o anteriormente y se
caracterizan, sobre todo, por su singularidad. No hay laboratorios iguales, aunque se
pretendan realizar los mismos experimentos. La tecnologfa ha cambilado, pero este
tipo de laboratorios, que podemos flamar de Neurofisiologfa, de todas maneras
tendrén su propio funclonamiento.

Usualmente sn é! se reunen tecnologlas diversas y un grupo de especialistas de
disciplinas diferentes. Ahf se reunen habilidades en fisiologla, anatomla, electrénica,
mdquinas herramientas, computacién y muchas otias. Estas laboratorios han tenido
la peculiaridad de contagiar a los participantes de la capacidad interdiciplinaria. Este
es su encanto y, también, su conflicto. Ademds, hunca permanecen, Sino que cambian
continuamente. Se les hacen mejoras, se les quitan cosas, se les afladen otras, pero
nunca son los mismos.

El montaje de que aqul nos ocupamos, ubicado en el Laboratorio de Clbernética
de la Facultad de Clencias de la UNAM, tiene sus antecedentes en el Laboratorio del
Dr. George Gerstein'® en la Universidad de Pensilvania. En ese lugar el Dr. Ismael
Espinosa realiz6 sus experimentos para obtener el doctorado en Biolngenleria‘. El
laboratorio de Gerstein ha evolucionado rapidamente durante 25 afios, ya que Gerstein
no sblo introdujo las computadoras a la Neurofisiologfa sino-ademas fue participe en
fa utilizacion de la técnica de correlacién cruzada para estudiar la conectividad de
neuronas registradas simultaneamente.

Durante los Ultimos treinta afios el estudio sobre la organizacién de muchos
slstemas nerviosos se ha efectuado en la neurona individual, sin embargo, la
extraordinaria capacidad sensorial y motora del sistema nervioso manifiesta de
inmediato que éste no funciona con neuronas individuales y aisladas funcionalmente,
sino por ef contrario formando un complejo circuito de conexiones entre miles de ellas
haciendo que el sistema nervioso tenga la capacidad de utilizar procesamiento en
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paralelo y no en forma secuenclal, por ello se concluye que silos conjuntos neuronales
son importantes para la organizacldn del sistema nervioso, deberfan examinarse en
funcién de la microcircuiterfa tislolégica efectiva asf como el flujo de informacion.
Slendo viable si se registran simultdneamente tantas nauranas como sea posible. Por
lo que se debe realizar registro extracelular multipie, esto es, hay que Introducir al
cerebro de rata arreglos de electrodos que registraran la actividad eléctrica de las
neuronas que se encuentren mas proximas a sus puntas. Los arreglos pueden variar
en nimero de acuerdo a las técnicas logradas en el laboratorio para su fabricacion o
bien de la tecnologla disponible en el mercado, como pueden ser los arreglos
fabricados con tecnolagla visi?,

El desarrollar una lfnea de invastigacidn de este tipo, obliga a tener conocimientos
de areas como mecanica, electrénica, computacién, anatomia, fisiologfa,
anestesiologfa, andlisis de sefales y estadistica conjuntamente con los conocimientos
en el campo de la neuralisiologfa, resultando un desaffo el integrar toda esta
Informacién en una unidad coherente para montar, realizar y analizar experimentos
donde hay muchas cosas que pueden lievar a equivocarse, siendo dificil determinar
en que momenta se esta equivocado. El sistema necesario emplea muchos médulos
por los que pasa la informacion para poder ser checada y validada. Por lo anterior es
que los laboratorios interesados en este tipo de estudios en'el mundo, atin son muy

pocos.

Del estudio de la conectividad dindmica de un grupo de neuronas, ya sea en
condiclones espontaneas o en respugsta a un estimulo, se pueden esperar datos que
indiquen o cuando menos sugleran como se reorganiza la conectividad en un grupo
contiguo de neuronas. Esta Informacion es muy importants, por una parte, para disefiar
algoritmos de aprendizaje para las redes neuronales artificiales, por otra parte, también
es muy importante por lo poco que se sabe acerca del funclonamiento en paralelo de
las neuronas. Tal conacimiento fluminarfala comprensiéndelos mecanismos detareas
tan complejas como la categorizacion y la discriminacion. Asi pues, el alcance de esta
experimentacién tlene posibilidades de brindar huevos conocimientos y métodos tanto
ala biologla como a la ingenierfa,

Para poder realizar los estudios mencionados es necesario contar con un
laboratoric de experimentacion lo suficientemente equipado y acondicionado para
poder hacer registro extracefular y multicelular. Por ello fue necesario realizar fas
siguientes actividades como fase Inicial:

a) Integrar las parntes con las que se contaba. Decidir si fabricar o comprar las partes
faltantes, tomando en cuenta la disponibliidad de recursos, tiempo y control de
calidad.

b) Instalar una fabrica de arreglos de microelectrodos de tungsteno, asf como un taller
capaz de maquinar microportadores mecénicos y motorizados de microelectrodos
y también implantes cronicos.
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¢) Realizar experimentos agudos en rata para probar, ajustar y mejorar el laboratorio

de registro extracelular, ademés de computarizar la adquisicién, almacenamiento

y andlisis de datos.

El trabajo realizado ylos resultados obtenldos se describen en esta tesis. Se montd
y probb6 el laboratorio en condiciones reales, es decir, efectuando experimentos de
neurofisiologla en el cerebro de ratas tipo Wistar en donde se registraron potenciales
extracelulares por medio de un microelectrodo de tungsteno y se grabaron y
analizaron preliminarmente fuera de linea las sefiales obtenidas. El diagrama de
bloques del montaje experimental se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Diagrama de bioques del montaje experimental.



2.1 Acondicionamiento del lugar.
Capitulo 2.
Montaje y Pruebas.

2.1 Acondicionamiento del lugar.

Las caracteristicas en cuanto a espacio y distribucién del lugar debfan ser las
siguientes:

— Evitar al maximo la presencia de vibraclones de cualquier indole.

— Contar con una tierra flsica que ayudara a dar una referencia al equipo, ademds
de poder eliminar ef ruido eléctrico qus pudiera inducirse.

—  El equipo debla poderse colocar, mover, conectar y en general manipularse
alrededor de la preparaclén sin que esto perturbara la realizacion de los
experimentos.

— El espaclo en el que se colocara la mesa de experimentacién deberia estar en
un lugar con la menor cantidad de perturbaciones de cualquler indole, tales
como el paso de personas, ruido, ifluminacién sin ningtin control, etc.

Las caracteristicas del lugar en el que se monté el laboratorio son las sigulentes:

El Laboratorio de Clbernética se sitila en un tercer nivel, con lo que se pueden tener
problemas devibracidn y no es posible evitarias; en cuantoalatierrafisica no se cuenta
con una buena tierra, por lo que al referenciar las seiiales bioeléctricas obtenidas a
ésta, hay una gran cantidad de ruido inducido, sin embargo y como se demostré
durante los experimentos realizados es suficiente una tlerra aislada para evitar
problemas de ruido.

El lugar escogido para ia ublcacién de la mesa de experimentacion se hizo de
acuerdo a la disposicién del mismo dentro del laboratorio, de este modo se coloc6 en
un lugar en el que es faclimente alslable de perturbaciones externas, ademés de estar
lejJos de ventanas, que pudiesen distraer a las personas que Intervienen durante el
desarrollo del experimento, hay que hacer la aclaracion que el lugar en el que se inicié
la prueba de equipo y experimentacién no es el lugar en el que se ha decidido dejar
de forma permanente la etapa experimental, sino que se ha considerado utilizar un
espacio destinado para otras actividades, planteando en un mediano plazo transladar
a este Ultimo el equipo.

Tomando en cuenta que en una instalacién donde se hace experimentacion
neurofisiol6gica, el 4rea en que se coloca la preparacién biolégica debe ser tal que el
espacio en donde se hace la cirugfa, permita manipular el Instrumental quirurgico,
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equipo y conexiones de' forma sencllila para interferir lo menos poslble con
movimientos involuntarios.

Debido a lo planteado anteriormente se actud de la sigulente manera con respecto
a la distribucién de espacio:

a) Sedisefi6 y mandé hacer una mesa para la realizacién de Ios experimentos, en los
que es necesario hacer cirugfas y tener control sobre el animal en estudio. Debla
contarse con una mesa que proporcionara espaclo de trabajo y facllidad de fijar
equipo tal como estereotaxico, microscopio, lamparas, asl como mantener el
Instrumental quirtirgico a los lados de éste.

En el diseiio de la mesa se tomé6 en cuenta que sus dimensiones permitieran
maniobrar de la sigulente manera:

1.- La persona encargada de realizar la cirugfa debfa poder manipular sin dificultad
todo el instrumental usado.

2.- Debfa facilitar 1a labor de un ayudante en otro extremo sin que interfiriera con
movimientos no deseados.

3.- La altura debfa permitir que los experimentos, que pueden ser muy prolongados,
pudieran ser supervisados por las personas encargadas paradas o sentadas.

4.- La estabilidad de la mesa es muy importante pues no debfa tener movimlentos
bruscos bajo ninguna circunstancia.

5.- Las orillas de la mesa se disefiaron con una distancia razonable entre ésta y las
patas, pues se debfa poder fijar a éstas el equipo necesario por medio de prensas.

b) Se han distribuido los elementos indispensables para la realizacién de experimentos
neurofisiolégicos, en el espacio fisico destinado para tal efecto, los elementos
necesarios se acomodaron tomando en cuenta como punto central el lugar donde
se ubicéla mesa, dentro de esta primordialmente fue la colocacién del estereotaxico
pues es el que sostiene a la preparacion biol6gica, con respecto a esto se pensd
en estudiar lamejor colocacion que pudieratener, ladecisiénfinal fueladecolocarlo
enh uno de las extremos de la mesa y al centro del mismo, con ei fin de poder tener
instrumental quirdrgico y la base del microscopio a los lados, mientras que al lado
contrario se colocaron las ldmparas (se tienen dos lamparas de marca Olympus
una modelo TL2 y una modelo LGPS).

En segundo término, se colocaron en dos gabinetes méviles los aparatos
necesarios para poder hacer el registro neurofisiolégico, en el primer gabinete se
colocaron los amplificadores y la fuente de alimentacion, tratando de que los
ampilificadores estuvieran tan alejados de la fuente como fuera posibie. Las fuentes
de alimentacién, que en un principio eran dos, una para un amplificador comercial
y la otra para un amplificador disefiado en el Laboratorio, se redujeron a una,
tomando Ia alimentaci6n de la fuente comercial para ambos amplificadores, esto
con la finalidad de evitar al méximo la cercanfa de los cables de sefial con los cables
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de alimentacién, reduciendolas posibilidades de inducciégde ruido. En este mismo
gabinete se colocd un osciloscopio y un monitor de audio”, enlos que se introduce
la sefial amplificada con el fin de poder ver y escuchar la seiial registrada, de esta
forma los experimentadores no tienen que tener fija la vista en el osciloscopio,
recurrlendo a este Ultimo en el momento en el que se escticha actividad neuronal.

En el segundo gabinete se colocaron los aparatos que ayudan a almacenar y
estudiar la sefal registrada, estos aparatos son los sigulentes: una videocasetera
de formato de grabacién y reproduccion VHS de marca Panasonic modelo
NV-~J32HQ, una grabadora digital de marca Instrutech modelo VR-100A y un panel
de conexiones de dieciséls canales para el software de separacién y andlisis
Discovery, los primeros dos aparatos mencionados son usados para almacenar y
reproducir las sefales registradas durante los experimentos en videocintas de
formato VHS y son descritos mas adelante en el subtema de Aimacenamiento. El
es un panel de conexiones con el que es posible introducir las sefiales
electrofisiolégicas al software de anlisis.

c¢) Se dispuso de un mueble en el que se guardan y almacenan todos los materlales y
sustancias usadas en la cirugfa, asl como los aparatos usados durante la realizacion
de los experimentos.

d) El laboratorio cuenta con un microscopio de diseccion de marca Olympus modelo
8§230, la base que lo sustenta resulta ser poco versatil, pues al intentar colocar el
microscopio en una posicién comoda para poder observar el objeto deseado, se
tienen que hacer muchas maniobras, algo que se debe tomaren cuenta en una base
por el estilo es que no es valido permitir movimientos del microscopio, pues si este
tiene algiin movimiento se puede perder la visién del objeto en estudio, por lo que
serfa necesario ajustario de nuevo, sin embargo, debido a la falta de recursos
técnicos en el taller mecanico de la Facuitad de Cienclas resulta dificil plantear una
solucién éptima, por lo consigulente se decidi6 que este permaneciera en su base
original ocupando un espacio sobre la mesa de exparimentacion. Dentro de las
posibilidades de modificacién se plantearon, en primer lugar el mecanismo usado
en las lamparas de escritorio, sin embargo presenta problemas de estabilidad
deblido a los resortes que le dan soporte, la segunda opci6n es la de una base muy
parecida a la anterior solo que ef microscoplo seria soportado con una transmisién
de cadena, dado que con esta se puede dejar fijo el microscoplo, sin registrar
movimientos, ademdas de poder fijaro a una base larga como un triple o bien del
techo sobra la mesa de experimentacién.
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2.2 Amplificacién y Filtrado.

En el disefio de amplificadores, destinados al registro electrofisiolégico, no se
cuenta con criterios uniformes de diseiio, siendo el principal criterio de diseno las
caracteristicas de la sefal y las condiciones experimentales. En cada caso es diferente
el acoplamiento de impedancias, ganancias, respuestas en frecuencia, etc. Como
ejemplo se pueden mencionar los amplificadores GRASS, que hay para diversos tipos
deregistros; sin embargo, hay quienes disefnan sus amplificadores "ala medida"fijando
las caractefisticas del amplificador, dependiendo del tipo de registro deseado. En
particular ef Laboratorio de Cibernética cuenta con dos tipos de amplificadores, uno
de disefio propio y otro comercial de marca GRASS, disefiados para registro
extracelular, estos dos amplificadores se evaluaron, comparando tanto caracteristicas
reportadas por el disefador, como su operacién en preparaciones reales. Las
caracterfsticas del amplificador GRASS se muestran en la tabla 1 y las del amplificador
disefiado se muestran en la tabla 2.

Amplificador GRASS.

Es un amplificador de alta ganancla, filtros ajustables, de bajo ruido a
la salida con facil interconexién a dispositivos periféricos como
video-grabadoras, osciloscoplo, computadora, promediadores de
sefial, etc. La entrada puede ser accesada por varios tipos de cable
dependiendo de la impedancia del electrodo a usar.

Ganancia ajustable de 50 a 1'000,000 y 2% de error.
Respuesta en frecuencia: 1/2 amplitud ‘- 6 dB)
Filtrado ajustable a las frecuencias sigulentes:
-Baja: 0.01, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 Hz.
- Alta: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 kHz
Impedancia de entrada:
- 20 MQ diferencial; 35 pF en conector por terminal.
geﬁgazo en modo comin ajustable a 10,000:1 a 60 Hz.
alida:
- Terminaci6n simple.
- Limitada aproximadamente a 10V pico a pico.
- impedancia 300 2
- Nivel de corriente directa ajustable a cero.
- Terminales del tipo de conector coaxial o doble banana.
Calibracién:
- 12 valores a partir de 10 V a 50 mV.
- Interna: actia can pushbutton, con voitajes de DC,
- Externa: El panel frontal acepta ondas senoidal o cuadrada de 1.73
Vrms, al proporcionar calibracién sobre los voltajes. La atenuacién es
aproximadamente de 2%. .

Tabla 1. Caracteristicas del amplificador GRASS
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Ampllﬁcador disefiado
Disefio basado en amplificadores operacionales TL074 de las
_caracterfsticas siguientes: 12
- - Entrada tipo FET, impedancia de entrada 10°“ Q.
- Voltaje de offset de 1mV.
- Razén de rechazo en modo comin de 100 dB.
- Corriente de salida 2 mA.
- Corriente de offset de sallda 10 pA.
- Bajo nivel de ruido de entrada de 16nV/ (frec.Hz).
- Ancho de banda de 4 MHz.
El ampilificador consta de las sigulentes etapas:
- Preamplificador de Instrumentacién de alta impedancia de entrada
con ganancla de 76 dB, acoplado capacitivamente para evitar voltajes
de desbalance a su entrada.
- Dos filtros Sallen-Key de componentes Iguales con factor de calidad
de 0.707, uno configurado como filtro paso bajas y el otro como fittro
so altas:
iltro pasa bajas de 0.480 kHz, 1 kHz, 5 kHz, 10 kHz y 16 kHz,
Filtro pasa altas de 1 Hz, 10 Hz, 100 Hz 300 Mz y 480 Hz.
- Un filtro supresor de banda de frecuencia central de 60 Hz
- Salida a través de dos amplificadores no inversores de ganancia
variable (X10 y X100).
Caracteri sticas de operacion:
- Ancho de banda Esln usar filtros) de 0.1 Hz a 20 KHz,
- Ancho de banda (con fiitros) de 0.1 Hz a 16 KHz.
- Ganancia minima a 1 KHz 80d
- Ganancla maxima a 1 KHz 116 dB
- Razon de rechazo en modo comin de 89 dB.
- Pendiente de atenuacién de los filtros 23 d@é década
. -Impedancia de entrada diferencial 6. 18)9
- - Impedancia de entrada comun 1.24X10
- Impedancia de salida, a méxima ganancla 200 Q.

Tabla 2. Caracterfsticas del amplificador disenado.

El tipo de registro que se realiza es el extracelular, de este modo se registran los
potenclales eiéctricos (espigas) generados por varias heuronas. Las espigas son
potenciales con una amplitud aproximada de 500 4V y con frecuencias entre 1y2
kHz.

Et amplificador mencionado, fue probado por su disefiador® directamente en las
condiciones experimentales sigulentes:

En preparaclones biolégicas en rata y sapo, tanto la preparacién como el equipo
de registro se encontraba dentro de una cdmara especial del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM. En todos los experimentos realizados se registrd con micropipetas
de vidrio, con impedancias superiores a los 10 M.
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Debido a las condiciones experimentales, no del todo adecuadas, sélo se realizé
una comparacion y evaluacién visual entre las dos sefiales - la del amplificador GRASS
y la del amplificador disefiado- y se observé que la del amplificador disefiado contenfa
menos ruido de fondo. Unicamente se tiene una grabaclén de la senal para el
amplificador disefiado y se muestra en la figura 2, en la que se sefialan con una flecha
las espigas generadas por las neuronas y separadas, en este caso, de manera visual.

Estos experimentos fueron realizados en los meses de Enero a Marzo de 1990. Sin
embargo, se dejS de experimentar en esa localizacion y se montd una nueva en el
Laboratoric de Cibernética, continuando hasta el mes de enero de 1991. Por lo que se
debfa asegurar que el amplificador disefiado mantuviera una buena respuesta, similar
a la obtenida anteriormente, por lo que habfa de ser probado con sefiales lo mé&s
parecidas a fas que tendrla que amplificar en condiciones de un experimento. De
acuerdo con las caracteristicas de las espigas a registrar, es diffcil contar con un
aparato que genere una sefial con las mismas condiciones, por ello se desecho6la idea
de probario con sefiales periodicas, provenientes de generadores de sefales, o de
simuladores de espigas, y mejor se decidid probar su funcionamiento con
preparaciones blolégicas sencillas, en las que se pudieran encontrar neuronas que
fueran capaces de producir actividad espontanea; se hicieron preparaciones en
caracol comun (Helix aspersa®), pues es relativamente facil extraer el ganglio
sub-esofageal, que contiene neuronas muy grandes, ademas de ser posible registrar
actividad esponténea intracelularmente. Los potenciales que se pueden registrar
cuentan con amplitudes (del orden de los clentos de milivolts) que pueden ser
amplificados con facliidad permitiendo probar de forma segura los amplificadores y
sus fitros ademas de permitir entrenar al experimentador en la realizacién de
microcirugia. Las ventajas adicionales de ésta preparacion es que es facit mantener
en buen estado durante un periodo largo sin muchos problemas, ademas de que
existen mapas blen detallados sobre la locatizacidn de todas las neuronas de tamaino
regular que se pueden localizar en cada gangfio que lo compone.

En el momento en que se intentd realizar registro en el ganglio no fue posible
obtenerlo, debido a que el amplificador disefiado presentaba problemas de
produccién de ruido, slendo practicamente imposible referenclar a tlerra la sefal
obtenida y por tanto se perdfa entre el ruido producido por el amplificador.

Lo que se querfa era comparar los registros del amplificador disefiado y de un
amplificador comercial al mismo tiempo. Un problema adiclonal fue que al no tener
nocidn del nivel de tierra fisica a fa cual se referenciaba el equipo, no se contaba con
la seguridad de que lo obtenido no estuviera causado por tierras flotadas; por lo que
se cambld de preparacion bioldgica, esta vez el nervio clatico de rana, con la que saitd
a la vista que, mientras en el amplificador comercial se obtuvo un buen potencial de
accion al estimular el nervio, en el ampliificador diseftiado no se pudo obtener la misma
sefial, sino una serle de oscilaciones producidas por el mismo.
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Figura 2. Registro electrofisiolégico del cerebro del sapo obtenido con el
amplificador de disefio propio (la zona cerebral de registro se desconoce).

El sigulente paso fue intentar corregir el desperfecto que pudiera haber sufrido, sin
embargo, al revisar el amplificador en base al diagrama eléctrico y tratar de localizar
la falla, se encontraron los sigulentes problemas de disefio:

1.~ El dlagrama eléctrico no corresponde exactamente al que finalmente se implantd
en ¢l circuito impreso.

2.~ No se cuenta con ninguna documentacién de cambios hechos al diagrama.

3.- Las camponentes del circuito impreso no cuentan con la numeracién asignada en
el diagrama eléctrico.

4.- La inestabilidad de fa ganancia, debido a que no se utllizaron componentes de
preclsiét:’, no permite conocer con exactitud el intervalo de amplitudes de la sefal
de entrada.

5.- La fabricacién casera dei circuito impreso deja mucho que desear por ejermplo hay
roturas en las pistas y en algunos casos son muy anchas.

El ampiificador, aun en operacién, no se ha rediseiiado, ni se ha usado en los
experimentos para registrar, pues se ha decidido continuar trabajando con los
amplificadores comerciales GRASS, debido a que ademdis de los problemas
encontrados y descritos existen otros puntos que hay que tomar en cuenta y que se
abordarén en la discusidn.
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2.2 Amplificacion y Filtrado.
Filtrado.

En una preparacién en la que se pretende registrar sefiales de unos cuantos
microvaits, la presencia de ruido eléctrico provoca la pérdida de la sefial. En el
desarrolio del experimento 1, de una serie de 11, se pudo observar que el ruido era
caracteristico de la emision de estaciones radiofénicas de AM y del de 60 Hz. Enla
figura 3, grabada durante el experimento 1, se observan claramente estos dos
componentes. Este ruido se "tragaba” el registro de senales cerebrales.

S.09009- (miliseconds)

a. 0e0-

-5.008-
S-885 104.962

Figura 3. Muestra de ruido inducido (radio frecuencias).

Para corregir la situacidn, en primer término se asegurd que la conexién eléctrica
en su totalidad se encontrara referida a tlerra flsica. Ei estereotéxico y todos los
aparatos se aterrizaron; se verlfic que no existieran lazos que pudieran actuar como
antenas, sin embargo, el ruido no pudo ser gliminado de esta manera. Luego se probé
hacer el registro sin la conexién del estereotaxico a tierra con el fin de estudiar la
procedencia de la induccién de ruldo y tratar de eliminarla; se pudo observar que la
tlerra fisica con la que se cuenta induce una gran cantidad de ruido, por lo que se
decidié no referenciar las seiiales a tierra fisica y tomar como tierra aislada el mismo
estereotaxica, con estas medidas el ruido disminuy®, pero no [o suficiente para poder
clarificar el registro, pues continuaron presentes las altas frecuenclas. Asf pues, se
planteé la necesidad de contar con una jaula de Faraday y de preamplificadores.

Los amplificadores convenclonales se ubican Iejos de la preparaci6n biolégica y
reciben un conector desde la mesa de experimentacién. En cambio, los
preampilificadores tienen que encontrarse cerca de la preparacién, por lo que deben
ser pequefios, pues al igual que los amplificadores, también se necesita un
preamplificador por microelectrodo.

Se disefi6 un preamplificador para tratar de eliminar el ruido descrito anteriormente
y las caracteristicas eléctricas escogidas fueron ias sigulentes:
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2.2 Amplificacién y Filtrado.

Preampiificador 1:

Ganancia de 100.

Filtrado con banda de paso de 100 Hz a 10 kHz.

Para el disefio de los filtros se uso el paquete de software DIFAC disefiado en la
Facultad de ingenierfa de la UNAM®. Dependiendo del tipo de filtro que se desee
disefar, se debe proporcionar la plantilla de disefio (frecuencias de corte, supresion,
etc.) y da como resultado el valor de los componentes (resistencias y capacitores) a
usar y el diagrama esquematico, los criterios y pasos de disefio son detallados en el
apéndice B.

Para hacer diversas pruebas de eliminacién de ruido, se disefi6 el preamplificador
2 con las caracteristicas siguientes:

Preamplificador 2:
Ganancia de 100.
Filtrado con banda de paso de 600 Hz a 3 kHz.

Los procedimientos de diserio fueron similares a los del preamplificador 1. Al probar
el preamplificador 2 en el experimento 10, se observé que su comportamiento fue
satisfactorio. Sin embargo, la banda de paso es estrecha por lo que se pudo observar
que, aunque permite eliminar de manera mds eficiente el ruido, también afecta de
manera ligeramente significativa las seiiales de interés. En la figura 4 se muestran
sefiales registradas en el cerebro de la rata con los preamplificadores 1 y 2. Cada
preamplificador se coloca en cajas pequefas que no interfleren con el experimento
aun estando muy cerca de la preparacion.

Al analizar la operacién de ambos preamplificadores en condiciones de
experimentacién, se pudo observar que el preamplificador 1 muestra mejor respuesta
en la eliminacién de ruido y en la conservacion de las caracteristicas de las espigas
registradas; mientras que el preamplificador 2, aunque ellmina de forma mas eficiente
el ruldo, también atentia la sefial de salida, porlo que es mejor usar un ancho de banda
mayor, que sea capaz de eliminar eficientemente ruldo de baja v alta frecuencia. Otra
caracter(stica lograda con los preamplificadcres es una muy alta impedancia de
entrada, por lo que es posible eliminar sin cambios significativas la punta de alta
impedancia del amplificador GRASS, representando para el laboratorio un ahorro
importante. La figura 5 muestra diferentes grabaciones de tramos caracteristicos de
registros de sefiales del cerebro de la rata y para los cuales se utilizaron |os diferentes
dispositivos mencionados. Los preamplificadores son muy faciles de reproducir, a
partir delos disefiados, y su tamaiio y costo (menos de veinte mil pesos) permiten que
se pueda construir la cantidad necesaria segun se vayan afiadiendo microelectrodos
ala preparacion.
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2.2 Amplificacién y Filtrado.

1.285 (miliseconds)

0.80

-1.285 2 184,962
a)

1.25 (miliseconds)

0.00

71-25 ees.571 © 1725.389

b)
Figura 4. Diferentes registros de sefiales neuroeléctricas, grabadas con ayuda de
ambaos preamplificadores {zona cerebral de registro hipocampo de la rata), a) con
preamplificador 1; b) preamplificador 2.

Adicionalmente para tratar de eliminar el ruido que se inducla se mando construir
una jaula de Faraday ensamblable, compuiesta por cinco paneles forrados con telade
alambre de cobre de 18 hilos por pulgada. De esta forma es posible trabajar libremente
sobre Ia preparacion bioidgica y una vez que se introduce el electrodo y se tienen las
condiciones para empezar el registro, entonces se ensambia la jaula. La construccién
de la jaula tard6 demasiado tlempo por o que se realizaron todos los experimentos
sin la presencia de la faula y s6lo con los preamplificadores descritos.
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2.2 Amplificacién y Filtrado.

(nillieeconds>

2_soe

©.800 WMWWMWW»

“Z-580 Con.913 ’ ©041.784
Figura 5 a)

2.50 - (miliseconds)

-2.56- -
1983.545 2053.52
Figura 5 b)
2.I56 (miliseconds)
8.008 WWW
-2,
213.995 266.476
Figura_ 5¢)

Figura 5. Registros tomados del cerebro de la rata con ambos preamplificadores
(zona cerabral de registro hipocampo de Ia rata). a) Preamplificador 1 con punta de
alta Impedancia, b} Preamplificador 1 con punta de baja Impedancia, ¢)
Preamplificador 2 con punta de baja impedancia y d) Preampilificador 2 con punta
de alta impedancia.
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2.2 Amplificacién y Filtrado.

2.59 v (miliseconds)

9.00

2% 1447.54 1564.165
Figura 5 d)

Otros ruidos presentes.

La presencia de cables conectados directamente a la lfnea y la presencia cercana
de ldmparas fluorescentes induce también ruido. Para eliminar el ruldo provocado por
éstos, se debe separarlos del lugar por donde pasan los cables de sefial
(aproximadamente 1.5 metros entre cables de alimentacién y de sefal) y apagar las
ldmparas que se encuentren més préximas. En la instalacion de que aquf nos
ocupamos se pudo eliminar este ruido sin que fuera necesaria la jaula de Faraday. Sin
embargo, no es posible mantener conectadas durante el registro las larmparas usadas
durante la cirugfa, ni las Id&mparas flucrescentes situadas encima de la mesa, por lo
que lailuminaciénusada durante el registro es ia proporcionada porlinternas manuales
de baterfas. Ademds, para evitar al maximo la induccién de ruido o la posibilidad de
que sucediera, todas las alimentaciones de amplificadores y preamplificadores fueron
tomadas de una sola fuente que es capaz de proporcionar 12V y -12V.

Todos los registros hechos hasta ahora se han reallzado bajo las condiciones
enumaeradas anteriormente. Hay aparatos cercanosala preparacién (dos metros) tales
como un monitor de una computadora, perc las condiciones de registro no son
afectadas si éste esta encendido.
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2.3 Electrodos.
2.3 Electrodos.

Los microelectrodos usados en registro neurofisicldgico deben tener puntas muy
finas, estos pueden ser colocados dentro de una célula (registro intracelular), o fuera
de ellas (registro extracelular). En el registro extracelular el microelectrodo se
posiciona préximo a grupos de céiulas y se pueden obtener sus potenciales
translapados dependiendo del tamano de la punta del microelectrodo. Mientras mas
grande la punta, mayor es el niimero de potenclales diferentes que se registran, pero
también es mayor el ruido nervioso. Existen dos tipos de microelectrodos gruesos.
Los de metal que solo pueden ser usados en registro extracelular debido a que la
polarizacién de potenciales al Instalar la interface metal-fluido biclégico se dificulta
cuando se hace registro intracelular. El otro tipo son los microelectrodos de vidrio los
que presentan varias dificultades con respecto a los metélicos, las mas importantes
son que no es posible hacer una conexién directa con metal, usualmente plata, el
contacto se hace por medio de electrolitos que deben llenar ei electrodo ademdas de
ser muy fragiles, con estos se pueden tener impedancias muy altas usandose
principalmente en registro intracelular.

Los microelectrodos de metal combinan bajos niveles de ruido con resistencia
mecénica no encontrada en los de vidrio llenos de electrolito. Los electrodos de metal
pueden ser clasificados en tres grupos: (1) electrodos de metal cubiertos con vidrio,
(2) electrodos hechos de afambres de metal afilado y después aislado con varios
materiales. (3) electrodos de vidrio rellenos con metal colocado después de que la
pipeta este hecha.

El registro extracelular mejor logrado es con electrodos de metal por lo que los
electrodos usados y fabricados sonlos electrodos que describe Hube|9(1957), usando
como metal tungsteno, el cual se afila por medio de una reaccién electroquimica y se
afslan con laca. El tungsteno es un metal duro, con el que se pueden producir
electrodos fuertes permitiendo registros estables por largo tiempo, aunque permite el
paso de ruido, sobre todo de bajas frecuencias, que puede ser removido faciimente
al pasar la sefial registrada a través de filtros pasa altos sin problemas de pérdida de
sefal. Las caracteristicas eléctricas de los microelectrodos de metal adin son poco
conoclidas por los fisliblogos, pues para cada tipo de registro se tienen condiclones
diferentes, por lo que aunque es posible obtener microelectrodos de tungsteno
comerclal, es preferible fabricarlos con las caracteristicas requeridas.

La metodologla de fabricacion y establecimiento de condiciones adecuadas que
se slguid consta de tres etapas:

Afilado.
Aislado y
Prueba en condiclones de registro.
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2.3 Electrodos.

Los microelectrodos se pueden hacer a partir de alambre de tungsteno de 120
micras de didmetro cortado en piezas rectas de la longitud deseada. E! afilado se logra
sumergiéndolo en un bafio electrolftico en una solucién concentrada de Nitrito de
Potasio (KNOz2 de iaboratorios J. T. Baker), el alambre debe cerrar un circuito, entre
el alambre y un electrodo de grafito contenido por el reciplente donde se coloca la
solucidn, por el que pasard corriente alterna de 60 Hz, se pueden variarlas condiciones
de voltaje y concentracin para obtener diferentes caracteristicas de afflado, el circuito
formado se puede observar en la figura 6.

ALAMBRE
TUNGSTEND

c
FUENTE
NITRITU
PDTASID

Flgura 6. Circuito usado en la reaccion, para ¢l afilado de los alambres de
tungsteno.

EI afilado se hace en dos pasos, el primero consiste en sumergiry sacar el alambre
repetidas veces en la solucidn electrolftica, de manera que la punta se desgaste mas
que las partes dei alambre que estdn més alejadas de esta, con esto se pretende que
la punta tome forma de laplz. El paso sigulente consiste en sumerglr sdlo la parte mas
afilada de la punta y provocar que esta sea degradada hasta que desaparezca, con
ello se logra dar a la punta un dngulo de afilado, con respecto a la linea media del
alambre, logrdndose de esta forma electrodos tan gruesos o delgados como se quiera.

Una vez que se ha afilado el alambre se afsta con barniz aislante. Se sumerge con
la punta hacla arriba en el recipiente que contiene el barniz hasta cubrirlo por completo.
Se debe tener en cuenta que el barniz no presente burbujas de aire que pudieran
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2.3 Electrodos.

adherirse a la superficie del alambre para evitar Impedancias bajas. Luego se saca
lentamente del reciplente para que la capa de barniz sea uniforme y delgada.
Dependiendo de la impedancia que se quiera lograr es el nlimero de capas de barniz
que-se deben poner en el microelectrodo.

La caracteristica eléctrica de gran importancia en un microelectrodo es la
impedancia que presents, esta puede ser evaluada si se cuenta con un puente de
Wheatstone por el que circule corriente alterna, con frecuencia similar a la de los
potenciales a medir, sin embargo estas condiciones de prueba no aseguran que, al
ser usado el microelectrodo, su impedancia se mantenga, pues al estar dentro del
cerebro de la rata se presentan efectos capacitivos muy complejos que no es posible
evaluar, modificAndose el valor de la impedancia. Debido a lo anterior es necesario
contar con criterios que ayuden a evaluarlas condiciones eléctricas y fisicas de manera
cualitativa (se puede hacer de manera exacta, pero es costaso y no significativo en
este tipo de registro) y sea posible ajustarlos procedimientos defabricacién de manera
tal que se e den alos electrodos en un primer proceso la forma y didmetro adecuados,
entre 15 y 25 micrémetros, enla punta y evaluar el estado del aislante. El procedimiento
para evaluar el estado del barnizado es sumergiendo el microelectrodo en solucién
salina y permitiendo el paso de corriente através del electrodo durante un instante, al
observar por el microscopio el microelectrodo en el instante en el que circula la
corriente se debe poder apreclar que sélo en la punta aparezca una burbuja, lo que
indica que el electrodo cuenta con una Impedancia adecuada para el registro
extracelular, alrededor de 1 MQ, de no ser asi se podr4 observar que en las partes
descubiertas a lo largo del cuerpo del microelectrodo apareceran burbujas. Es posible
lograr Impedancias altas, arriba de 3 megaohms, sl se le dan al electrodo més capas
de aislante. La prueba de los electrodos, tanto en las condiciones descritas, como en
las experimentales en el cerebro de la rata demostraron que es suficiente con que el
microelectrodo cuente con tres capas de barniz para poder sfectuar registro
extracelular de espigas provenientes de varlas neuronas. St la impedancia es mayor
el electrodo solo podra registrar los potenciales de un nimero menor de neuronas.

El proceso de fabricacién con el que se contaba anteriormente para afilar y barnizar
los microelectrodos”, se basaba en un sistema hidraulico formado por un par de
Jeringas unidas por una manguera llena de agua. Una de las jeringas queda libre para
que con elia se controle ei desplazamiento del émbolo de la otra jeringa, que se fija
medlante una pinza para bureta a un soporte universal de manera que el émbolo pueda
desplazarse hacia abajo. En este se encuentra fija una aguja metdlica del nimero 22
que sirve de soporte yde conexién eléctrica para el electrodo; bajo fa jeringa se coloca
otra pinza, que soporta una pequefia cubeta con un electrodo de grafito en el fondo,
que sirve para poder hacer la conexidn eféctrica entre el Nitrito de Potasio y la fuente.

Para el barnizado delos microelectrodos se contaba con un alambre grueso yrecto,
a éste en una de sus puntas se hizo un doblez en forma de “U" al que se fijé una aguja
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2.3 Electrodos.

metética hipodérmica, en la que se colocaba el electrodo y por la forma del alambre,
{a posicion del electrodo era con la punta hacia arriba; conel electrodo fijo se sumergfa
¢l arreglo a un tubo de ensaya tleno de barniz. Este proceso se hacfa a mano por lo
que al sacar el electrodo debla ser con todo culdado y muy lentamente, baciéndolo
un proceso dificil de controlar, pues de no ser asf la capa de barniz adherido al
electrodo es demaslado gruesa, afectando las caracteristicas fisicas del electrodo. Lo
mas convenienie es lograr que las capas de barniz sean lo mas uniforme y delgado,
por lo que el realizar el barnizado a mano da como resultado capas no uniformes. El
procedimiento de fabricacién de electrodos descrito se ha usado durante varias
décadas en estudios degran importanclag, porlo que se pretende montar una estacién
en la que se puedan fabricar dichos electrodos de manera sencilla.

La fabricacion de electrodos se hizo usando las herramientas y métodos descritos
anterformente; con esto se intentaba probar y establecer las condiciones de voltaje y
degradacién, para ambas etapas del afilado, fabricando seis electrodos, con ellos se
ajusts el voltaje de afilado y cortado, asf como el niumero adecuado de sumersiones
para lograr las mejores condiclones. De esta forma se obtuvieron los resultados de la
tabla 3.

Coma se puede observar las mejores condiciones son al afilar y cortar can 5.7 Volts
y dar 200 sumersiones para abtener una punta larga y cortar a la distancia requerida.
El barnizado se dio de la sigulente manera: tos electrodos del tres al sels se barnizaron
can una capa Y se dejaron secar durante la noche dando una segunda capa al dia
sigulente. La prueba de Impedancia se realizd directamente en cerebro de la rata,
durante octubre de 1991, con lo que se pudo observar que la Impedancia presentada
era demaslado baja, pues no fue posible observar registro neuronal. Al ser observados
al microscopio se pudo obsetvar que ef barniz se habla desprendido, por lo que la
fijacion del barniz representd la pérdida de impedancia.

Por elio se planteSla posibilidad de automatizarel procesode barnizado, la solucién
se dio mediante un circuito manejador y controlador de un motor de pasos, en la
figura 7 se muestra su diagrama de bloques y es explicado en el apéndice A, el que
permite tener avances pequefios sin que la persona tenga que esforzarse, puss esta
tarea se limita a manipular dos botones de control. El sistema diseitado super6 las
expectativas deseadas, obteniéndose un excelente resuftado también en el proceso
de afifado.

El aparato basa su funclonamiento en la generacién de la secuencia de datos, para
el movimiento del motor de pasos, mediante un circuito compuesto de un contador y
dos multiplexores, con ellos se genera las secuencias de movimiento en ambos
sentidos, que son controladas medlante dos botones y un circuito combinacional. El
circuito fue disefiado usando los materiales con los que cuenta el laboratorio,
uséndose el riel para deslizamtento de la cabeza de impresién, banday motorde pasos
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2.3 Electrodos.

de una impresora ATl Z-100. Con esto se logra dar el soporte necesario que permite
mover un electrodo verticalmente para poder ser barnizado o afilado. La velocidad de
conteo es controlada mediante un temporizador de frecuencia variable, con lo que se
pueden abtener velocidades adecuadas, tanto para el barnizado como para el afilado,
dependiendo del proceso de la fabricacion Gnicamente hay que adaptar al soporte
mavll del aparato la base adecuada, ya sea al afilar o al barnizar

Electrodo  Voltaje Sumersiones Observaciones
1 3 - Afilado muy defectuoso
2 2 - Afilado defectuoso.
Presentando rebaba enla
Punta.
5 - Afilado regular, con
muescas cerca de la punta.
55 - Punta muy afilada, se corta

con el mismo voltaje, enla
unta aparecen muescas.
3 5.7 100 unta con muescas, cono
final de aproximadamente

60 um, presenta dos anillos

en la punta
4 57 150 Punta bien, cono final de

40 gem.
5 57 200 Punta bien, cono final 30 um
6 5.7 175 Punta bien.

Tabla 3. Puebas de afilado de alambres de tungsteno.

Las pruebas funcionamiento del aparato consistieron en la fabricacién de tres
microelectrodos de tungsteno. El aparato se utiliz6 para afilado y barnizado siguiendo
las mejores condiciones indicadas en la tabla 3, es decir, un voltaje de 5.7 voits y 100
sumetsiones. Se lograron puntas satisfactorias con didmetros aproximadaos a los 40
um y el barnizado se vela adecuado bajo el microscopio. Luego, en un experimento,
se utilizaron estos electrodos para Intentar registrar det hipocampo de la rata: No se
logrd ningun registro. Se pensé que la impedancia era muy baja y para probario se
utilizé un microelectrodo comercial (de marca FHC, Brunswick, ME} con una
impedanciade 2 MQ. Con este efectrodo sl se pudo registrar. Después del experimento
serevisaron bajo microscoplo los electrodos fabricados en el laboratorio y se encontré
que el aislante se habfa desprendido en ia regiénde la punta, de ahfla baja impedancia.

En este punto se habfan logrado buenas condiciones de afilado y barnizado, pero
mala adhesi6n del barniz al tungsteno. Para mejorar se empezé a limpiar el alambre
afilado con agua destilada, alcohot y4cido clorhfdrico, pero na sirvié. Después se hizo
limpieza ultrasénica del alambre afilado logréandose registros buenos, pero de poca
duracién (1 hora mas o menos) y, ademas, se tuvieron que dar de tres a cinco capas
de barniz a los alambres afilados.
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2.3 Electrodos.

CIRCUTTO
cauﬂm)A, CIONAL

CONTADORES'

NULTIPLEXORES

Figura 7. Diagrama de bloques del aparato afilador.
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2.3 Electrodos.

Para lograr una mejor comprension delo que estaba sucediendo se construyd una
cémara transparente de acrilico (figura 8) que se llena de solucién salina y a través de
la cual se puede pasar una corriente cuando el electrodo estd sumergido. Se probaron
los electrodos antes y después de registrar. Antes del registro, ia mayorfa de los
electrodos presenta ausencia de burbujas o sélo en la punta cuando se le aplica
momentdneamente el voltaje, pero después del registro puede presentar muchas
burbujas a todeololargo debido a que el barniz se despega o desgarra y, por supuesto,
no reglstra. En los casos en que si hubo registro s6lo se observa una burbuja en la
punta, slendo el tamafo de ésta proporcional al metal expuesto.

Hay que hacer notar que ningiin electrodo d ura indefinidamente, sea hecho en casa
o enfabrica, lo que se quiere lograr es que tengan una duraclén de registro de cuando
menos 8 horas. Estos son detalles gue mejoraremos en la marcha y que requeriran de
que usemos tungsteno, barnlz nuevo y, posiblemente, hasta horneado, pero en nuestra
experlancla en otras Instalaciones esto no era necesario. Por supuesto siempre queda
la alternativa de comprarfos.

Figura 8. Montaje para pruebas del estado del barniz en los microelectrodos.
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2.4 Almacenamiento de sefales.
2.4 Almacenamiento de sefiales.

El equipo de ailmacenamiento de las senales registradas son una grabadora digital
y una videocasetera. El primero que es un aparato disefiado para almacenar sefiales
electrofisiolbgicas en tiempo real, para su futuro andlisis en computadora. Permite
grabar las sefales registradas, en una videograbadora de formato VHS, en
representacion digital de alta calidad, de esta forma permite tener bajos niveles de
ruldo y lograr grabaciones de mayor calidad que fas hechas en equipos analégicos de
FM, ademdas de tener plena disposicion de la seftal analdgica que se graba.
Simultaneamente realiza la conversién de la sefial analdgica original a su
representacion digital, modula ja sefial digitalizada sobre una portadora de video para
poder ser enviada a la videograbadora y realiza la conversion de la representacion
digital a la sefal analégica criginal. Cuenta con la capacidad de operar entres modos
de grabacién, de acuerdo con la cantidad de canales que se quleran usar, por o que
es posible programaria para trabajar con uno, dos y cuatro canales, dando la
posibilidad de ampliar su capacidad hasta acho canales de grabacién simuitanea.

Es posible poner marcas a la cinta en cualquier momento de la grabacién para
Identificar eventos de Interés, mismas que al reproducir la cinta, pueden servir como
disparo para otros dispositivos pues se presentan como impuisos eléctricos en una
de las terminales.

Ademas es posible hacer fa grabacién de voz durante la grabacion independiente
de seriales electrofisiologicas, mediante el canal de audio.

Se cuenta con una interface que permite la transferencia directa de los datos
grabados digitalmente a una computadora con comunicacion en paralelo de catorce
bits, o blen permite usar una computadora personal como terminal de control por
medio de comunicacién serle. Las caracteristicas con las que cuenta la grabadora
digital se muestran en |a tabla 4.

relacién de muestreo 94.4 kilomuestras/segundo
resolucion 14 bits

relacion sefial a ruido 84dB

error de conversién 1/21SB -

filtros respuesta Bessel de 4 polos
rango analégico de entrada 10 volts a plena escala

respuesta en frecuencia analégica:
@TABLA TABULA2 = modo de 1 canal 37 kHz

modo de 2 canales 18.5 kHz
modo de 4 canales 9 kHz
modo de 8 canales 4.5 kHz

Tabla 4. Caracteristicas de la grabadora digital Instrutech modelo VR-100A
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24 Almacenamiento de sefiales.

Por otra parte se cuenta con una Videograbadora de formato VHS, de marca
PANASONIC modelo NV-J32 HQ, que como principales caracter(sticas soniade poder
manejarla adistancia y permite ponerse enlinea para poder hacer grabaciones directas
desde la grabadora digital.

El procedimiento de calibracién y puesta en marcha, sereallzé con ambos aparatos
a la vez (grabadora dighal y videograbadora), consistiendo en ajustar un
potenciémetro de calibracién, contenido en la grabadora digital, con una sefial de
ruido grabada hasta que desaparezca en ol indicador luminoso la presencia de error
de grabacién.

Sae realizaron pruebas sobre ambas para asegurar que la reproduccién de las
senales fuera fa misma que la original; se introdujeron sefiales peritdicas tales como
senoidales, y se generaron algunas sefiales a partir de un banco de datos en el cual
se tenlan digitalizadas la formas de las espigas, en ambos casos las sefales
reproducidas fueron las mismas que las originales, con lo que se pudo confiar en su
operacion. Con los registros obtenidos en los experimentos realizados en Marzo de
1992 se encontrd que en el momento en el que se reproducian los registros, aparecian
contaminados con ruido de afta amplitud en forma de impulsos aleatorios, pues se
podfan observar o no en el momento de reproducir en distintas ocasiones el mismo
tramo de cinta. Dichos pulsos son mostrados en la figura 9.

Ef problema radica en que si no se eflmina este tipo de problemas el ruido puede
ser tanto que en el momento en que se introduce la sefial a lJa computadora para ser
separada, el ruido contenido en la grabacién ocuparfa espacio en disco duro restando
una gran cantidad de bytes por lo que la capacidad de almacenamiento de la
computadora serla subutilizada, el estudio de la causa de la aparicién de dichos
impulsos Hlevé a plantear varias posibilidades, en la manera en que se graba y
reproduce la sefial, deblendo ser del todo libre de agentes externos, por lo que se
revisé la posibilidad de induccién de ruido por medlo de agentes externos, el estado
de limpieza de las cabezas de la videograbadora y en la limpieza y estado fisica de los
conectores y cables de seiial, finalmente se pens6 en que el estado de las cintas era
el que provoacaba dicho problema, por o que se intentd recorrer fa cinta varias vecas
conlo que se logro eliminar por completo el problema, con esto se pensé en que con
solo recorrer las cintas antes de ser usadas tanto para la grabacién como para la
reproduccion de las sefales eliminarla este tipo de problemas, sin embargo las sefales
s& han seguido cbservando, por lo que dos meses después de haber finatizado el
trabajo experimental descrito mas adelants, se pudo observar que en todas !as cintas
en las que se grabd cualquler registro, presentan el mismo problema de aparicién de
pulsos aleatorios, ahora con mayor frecuencia y que no ha sido posible eliminar de
ninguna forrma por lo que antes de pasar a otra etapa de experimentacidn habra que
solucionario.
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Figura 9. Ruido aleatorio de la sefial producido por el estado de la cinta.

Hasta ahora las grabaciones obtenidas de sefiales neuroeléctricas, no pueden
servir para obtener de ellas resultados cientificos relevantes. Sin embargo, han
permitido demostrar de manera indiscutible que se pueden obtener registros utilizables
en el aprendizaje def manejo de los programas de adquisicién y separacion de espigas,
asf como para manipular las sefiales desde la grabacién hasta la computadora.
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2.5 Experimentacién.
2.5 Experimentacion.

En la primera fase experimental realizada en el montaje del laboratorio de
Cibernética de la Facultad de Cienclas, se reallzaron 11 experimentos en ratas tipo
Wistar obtenidas del bioterio de la misma facuitad.

En estos experimentos la finalidad principal fue integrar los procedimientos y
componentes con el objetivo de lograr registros electrofisiolégicos extracelulares con
suficientes espigas y una cantidad reducida de ruido.

Se probaron los procedimlentos para el manejo de la preparacion experimental, en
este caso, la rata. En particular, se trabajbé con culdado la anestesia y se llegé a
establecer una rutina que en la mayoria de los experimentos producfa un estado
anestésico razonablemento bueno, aunque deberd mejorarse y perfeccionarse.

Ademas, se probaron diferentes microelectrodos fabricados en el laboratorio y se
consideré satisfactorio fo que se logré aunque también requiere de ajustes en los
detalles.

El equipo electrénico-computacional se probé y ajusté y se obtuvieron registros
razonablemente buenos, aunque fuera de un protocoio de experimentacion formal.
Esto se implementar en el futuro, cuando se hayan pulido los detalles.

Finalmente, se empezaron a realizar andlisis prellminares de los datos por medio
del paquete de software DISCOVERY de Brainwave®. Hay que hacernotar que, aunque
hasta ahora se ha presentado de manera separadalo desarrollado, no es posible hablar
de un desarrollo secuencial, sino en paralelo, pues cada cosa podia ser modificada,
en cualquier momento, si en la experimentacion los resultados no satisfaclan las
expectativas.

El procedimiento experimental seguido se describe a continuacion:

Las ratas usadas para la experimentacion se obtenian del bioterio de la Facultad
de Ciencias, las ratas debfan ser machos con pesos aproximados a los 300 gramos.
El procedimiento de preparacién experimental se Iniciaba por la mafiana preparando
a la rata y los anestésicos (Anestesal, pentobarbital de uso veterinario fabricado por
Smith Kline), de tal forma que suministrarla primer dosis de anestésico fuera lo primero
que se hacia, una vez aplicada la primera dosis (0.1 ml) se colocaba a la rata en la
obscuridad en el que la temperatura del animal no bajara, pues ef barbitarico deprime
la produccién de calor, y se esperaba media hora a que hiclera efecto, aunque es
posible trabajar al animal transcurridos quince minutos, tiempo suficiente para poder
manejario, procediendo a rasurar la cabeza del animal. Una vez transcurrida media
hora se aplicaba una dosis igual ala primera (0.1 ml) y una dosis de anticongestionante
(atropina 0.2 mi) se esperaba un tiempo variable, dependiendo del efecto de cada rata,
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2.5 Experimentacion.

intentando montarla ai aparato estereotaxico (estereotaxico David Kopf modelo 1404)
en el momento en que se notara que se encontraba totalmente anestesiada.

El montale al estereotaxico consiste en introducir por cada canal auditivo de la rata
un estilete con puntas romas. El colocar correctamente los estiletes es un proceso
complicado, debldo a que aunque el animal se encuentra completamente anestesiado,
se presentan, normalmente, movimientos reflexivos. Ambos estiletes se deben colocar
de forma tal que los dientes centrales de la rata queden en el centro del estereotaxico,
estos son introducidos a una pieza que sujeta la parte superior del hocico de la rata y
los dientes frontales superiores, con lo que se logra evitar cualquier movimiento dela
rata.

Una vez que se tiene a la rata fija al estereotédxico, se coloca y ajusta la posicién
del microscopio de diseccién con el que se supervisara la cirugfa. Se procede a
suministrar un anestésico local (Rucaina, xilocaina fabricado por Rudefsa) en el cuero
cabelludo, mismo que es cortado de forma longitudinal con bisturl y el misculo que
envueive al créneo se separa hacia los lados con mucho cuidado - para no provocar
hemorragias- y sedeja al descublerto el craneo. Estando a la vista el hueso craneal se
seca y se reconocen las suturas y las marcas conocidas como bregma y lambda, a
partir de la bregma se toman las mediciones (2.1 mm lateral y 3 mm posterior de la
bregma al lado lzquierdo de la rata para el caso del hipocampo izquierdo de acuerdo
al atlas7) en las que se hace un pequeiio agujero (tipo Burr) con un taladro de dentista,
Luego se perforan con gran cuidado las meninges y se hace penetrar un
microelectrodo. El proceso descrito hasta aqui se puede llevar de dos a tres horas.

Una vez que se ha hecho la perforacién se procede a retirar el instrumental
quirdrgico dela mesa para colocar ef avanzador del microelectrodo (marca Narishige)
y un medidor de avance {catetémetro de marca Gaernet con ocular 10X, modelo 48
M/M EFL), estos dos aparatos ayudan a mover el microelectrodo hacia la zona cerebral
de interés, que para todos los experimentos se trata de la zona conocida como el
Hipocampo, y a medir la distancia que se ha penetrado respectivamente. El
procedimiento de montaje del efectrodo consiste en montar at manipulador una aguja
hipodérmica nimero 22, con la punta recortada, a la que se inserta el microelectrodo
con mucho cuidado para evitar que la punta se dafe. Una vez montado el
microelectrodo al manipulador se avanza hasta tocar la superficie cerebral, en este
momento se empieza a medir la distancla que penetra. Aunque e manipulador no
permite que ef microelectrodo se avance por micras y el catetémetro solo puede medir
clentos de micras, es posible penetrar de manera muy aproximada a una regiéon
especffica, avanzando en pasos de 500 um en intervalos de tiempo variables que
pueden variar entre unas minutos a horas, dependiendo del estado def registro en la
zona. Si se tiene registro en la zona en la que est& el electrodo entonces se graba la
sefial para su posterior manipulacién en los programas de separacién y analisis.

27



2.5 Experimentacion.

Dependiendo del estado fisico en el que se encuentra fa rata, los experimentos
pueden prolongarse a lo largo de 10 horas continuas, desde que se comenzd a
preparar a la rata, dependiendo esto delas condiclones de salud en las que se recibid
al animal, del estrés cuando se le aplicaron las primeras dosis, del cuidado de aplicar
cuando se requierala atropina y anestesia, de evitar al maximo que sobrevengan paros
respiratorios y de culdar que se mantenga la temperatura del animal.

Aungue se realizaron tres experimentos previos a los experimentos a los que se
hace referencia arriba en estos solo se observd la disposicién de instrumental
quirargico, manipulacion de las ratas, y faltantes de equipo eléctrico.

En los experimentos 1 y 2 no se hizo registro por el ajuste de las dosis del
anestésico. En el experimento 3 se logro hacer registro con un electrodo comerciat,
mientras que con dos electrodos fabricados en el laboratorio se pudo observar que el
barniz se desprendié.

También se pudo observar y determinar las condiciones en las que se podfa hacer
de manera adecuada el registro:

— No podfa haber lAmparas encendidas (incandescentes y fiuorescentes de
carriente alterna) en las cercanfas defa preparacion, porlo que el alumbrado de
la preparacién deberfa ser por medio de ldmparas de mano.

~ Latierrailsica conla que cuenta el laboratorio induce una gran cantidad de ruido,
por lo que fue necesario desconectar el estereotaxico de ésta y usar el mismo
como tierra aislada.

— Elregistro no se puede obtener sinla presencla del preamplificador conectado
entre el electrodo y el amplificador.

— Se corrobord que el amplificador de disefio propio presenta problemas de
diserio, al no saber el nivel exacta de ganancia.

Durante ef anéilsis de los registros se pudo observar qte €l paquete Discovery se
saturaba, porio que en el experimento 4 se ajustd la ganancia de los amplificadores
para evitar la saturacién, De nuevo se intento hacer registro con un electrodo de
fabricacién casera, siendo el resultado el mismo que el anterior, desprendimiento del
barniz. El registro se hizo con el electrodo comercial, ajustando la ganancia a los
requerimientos def Discovery.

En el experimento 5 se intentd probar otro electrodo fabricado, teniendo como
resultado desprendimiento del barniz de fa punta, por la que no se pudo hacer registro.

En el experimento & se logré obtener registro con el electrodo comercial, en la
corteza cerebral arriba del hipocampo (figura 10), sin embargo se pudo observar
registro por poco tiempo pues el barniz del electrodo se desprendid. En especial en
este experimento se uso un calmante (Rompun tabricado por Bayer de México) con
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2.5 Experimentacién.

el fin de poder anestesiar a la rata evitando paros cardiacos. Sin embargo, se pudo
observar que presentaba més movimlentos que cuando no fue usado por o que en
los experimentos siguientes ya no se usé.

Durante los experimentos 7, 8 y 9 se probaron los electrodos fabricados con
diferente niimero de capas de barniz, pues hasta la vez anterior los electrodos
probados hablan sido de tres capas, en el caso del experimento 7 no se pudo registrar,
por problemas en la preparacion biclégica. Mientras que en el experimento 8 se probd
un electrodo con cinco capas y limpiado con un aparato de ultrasonido, antes de ser
barnizado, esta vez con este electrodo se pudo registrar por primera vez con
electrodos de fabricacién casera.

Los registros del experimento 9 se lograron registros con el electrodo anterior, con
lo que se concluye que el problema de limpieza esta resuelto’y solo hay que probar si
la impedancia lograda es {a adecuada (por experiencia se sabe que la impedancia del
electrodo es suficiente por el tipo de registro obtenido).

Durante los experimentos 10y 11 se probé la eficlencla de los preamplificadores
como acoplamiento de impedancias, pues se intentd, con éxito, eliminar la punta de
alta impedancia del amplificador, pues la alta impedancia de entrada de los
preamplificadores acoplan de manera eficiente las impedancias del electrodo y la del
amplificador, las pruebas de registro se realizaron con electrodos de fabricacién
casera.
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Figura 10. Muestra del registro obtenido en el experimento 6 en la corteza cerebral
de la rata. a) Muestra de 60 segundos del registro, b) Forma de las espigas

registradas en el experimento 6.
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2.6 Andlisis.

Con el andlisis de las sefiales registradas se quiere estudiar la conectividad entre
las neuronas registradas y separadas y su posible cambio funcional en condicicnes
de actividad espontanea. Para esto, es necesarlo, en primer término, separar las
espigas producidas por las neuronas registradas por cada electrodo, pues como se
ha explicado cada electrodo es capaz de registrar lo proveniente de varias neuronas.
Unavez separados los registros se deben hacer estudios de correlacion cruzada, con
los que es posible encontrar la correlacion temporal de la actividad de una neurona
con otra. Estos estudlos Involucran una gran cantidad de datos, porlo que es necesario
el empleo de equipo y programas de cémputo que permitan el andlisis de manera
rapida. El Laboratorio de Cibernética ha trabajado en dos direcclones para lograr tener
un sistema completo de anélisis, el primerode ellos es la implementacién de algoritmos
computacionales mediante programacién enlenguajes de alto nivel y en procesadores
digitales de sefiales, y por otro lado en la adquisicién de un programa de software
llamado Discovery. Con estos tres es posible lograr la separacién del registro, sin
embargo el Unico que es capaz, por el momento, de gjecutar algoritmos de andlisis
de registros de hasta dieciséis canales es el Discovery®, a este llegan los potenciales
de la grabadora digital y deben ser analizados fuera de linea. Dentro de los cuidados
que hay que tener, son las amplitudes de las sefiales grabadas, debido a que cuando
la grabacion de las espigas sobrepasa clerto nivel, los convertidores de la tarjeta de
adquisicion se saturan y no es posible conservar, en el andlisis, la forma de los
potenclales, por lo que al experimentar se han ajustado las ganancias de los
amplificadores de tal forma de que los potenciales no excedan los umbrales maximos
permitidos.

La produccién de separadores y analizadores de espigas no se ha detenido, sin
embargo, los recursos técnicos con los que se cuenta no han permitido del todo su
completo desarrollo.
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3 Discusion.

Todos los experimentos realizados durante el montaje iniclal del laboratorio de
Cibernética se han efectuado en condiciones precarias. Por gjemplo, no se cuenta con
Instrumental de precisién para localizar exactamente al hipocampo de acuerdo a las
coordenadas del atlas del cerebro de la rata. Tampoco se puede avanzar lentamente
- de micra en micra- al microelectrodo, o que genera movimientos indeseados y que
definitivamente alteran la calidad del registro, etcétera.

No aobstante, el montaje, procedimientos quirdrgicos, interconexién de todos los
aparatos y la experimentaclon en condiciones reales, nos dan la ventaja de obtener
sefnales reales con las que se pueden ajustar las ganancias de los amplificadores, los
anchos de banda y acoplamientos de impedancias de los preamplificadores, grabary
reproducir en el equipo de almacenamiento para asegurar su buen funcionamiento y
entrenar a los experimentadores en el manejo del paquete Discovery.

Se puede decir que se cumplieron los objetivos de este proyecto al obtenerse los
diferentes registros del hipocampo y también de la corteza encima de é1 (esto no era
esperado, pero se registrd cuando se did la oportunidad por las condiciones de
anestesla muy ligera en ese momento). Estos registros suman un tiempo considerable
y stlo hemos trabajado con una parte reducida de ellos. Los pequeiios tramos que se
presentaron en la tesis representan un porcentaje minimo del total disponible. La etapa
deanélisistodavia esta endesarrolio” y, corno yase ha comentado, se han presentado
nuevos problemas que resolver antes de poder continuar.

Puede notarse que en los diferentes componentes de este proyecto existen muchos
detalles por terminar. Se dejaron asl para poder llegar a una integracion de todos ellos
y, de esta manera, poder iograr resultados. Los resultados no son algo nuevo, ni
senvirian para una publicacién clentifica internacional, pero nos han dado la base para
avanzar hacia la obtencién de resultados originales. Si nos hubleramos dedicado a
perfeccionar algunos de los aparatos o procedimientos aqui mencionados,
probablemente nunca hubleramos hecho experimentos. Creemos que por si sélos
cada uno de los aparatos disefiados y construidos por nosotros pudiera haber sido
tema de una tesis; hemos ido més alld y estamos presentando resultados modestos
de todo un sistema experimental.

Como se menciond en la Introduccion, el desarrollo de esta tesis requirié de
aprender y manejar muy diversas técnicas, tanto cirugfa y anestesia, como disefio e
implementaci6n electrénica, realizacién de experimentos y manejo habil de paqueteria
de software, entre otras. Los apéndices de la tesis dan una idea de la variedad de las
tareas realizadas.
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Por otra parte, €l lector con orientacion fisiologica podria’ preguntarse por qué no
estan claros los objetivos en cuanto a registro en alguna regién particular el cerebro.
Una respussta sencilla es que se sabe tan poco de c6mo funcionan las neuronas en
paralelo que cuatquier regidn podria ser buena. Escogimos el hipocampo por!a rigueza
de actividad que poseea. aun espontanea. Ademds de que es una regién muy grande
y ala que se puede llegar sin instrumental de precisién. No asegurarfamos en un clen
por ciento que los registros que logramos son de esa 2zona, pero en los experimentos
que seguirdn tendremos las herramientas para hacer la localizaclén anatémica exacta
y la identificacién fisiolégica de las neuronas ahf presentes. El laboratorio cambia,
aunque lentamente, hacla la mejorfa,

También hay que mencionar que aunque todos los experimentos se realizaron con
un solo electrodo, se pueden establecer dos etapas de continuacién de la
experimentacion. La primera es encaminaria a introducir un arreglo de electrodos,
pues las condiciones de registro estan todas bajo control, asf como las técnicas de
fabricaclién y el entrenamiento adquirido. Los arredlos pueden ser de hasta cuatro
electrodos, debldo a la capacidad de la grabadora digital, que en un mediano plazo
puede ser ampliada hasta ocho canales de grabacién. Una vez dominada esta etapa
y cuando sea posible conseguxr comerclaimente arreglos de electrodos, fabricados
mediante tecnologfa VLS se podran obtener resuitados importantes en el estudio de
la dinamica de las redes neuronales Es importante mencionar que a largo plazo fa
solucidn no es fabricar o comprar 100 o 200 amplificadores, sino que las técnicas de
minlaturizacion y otros procedimientos como el multiplexado podrfan resolver el
problema de registrar cientos de neuronas simuitaneamente.

Los aparatos disefiados para esta etapa solo han sido un par y se ha evaluado un
amplificador, en este aspecto se deben discutir las metas con las cuales se intenta
montar un laboratorio de estas caracteristicas, pues el objetivo fundamental del
desarrollo de esta investigacion no es disefiar equipo, sino implantar una serie de
electrodos y estudiar la conectividad de los grupos neuronales registrados. La falta de
recursos en el laboratorio nos a llevado a buscar el auto-equipamiento, y ha desviado
hasta cierto punto nuestra atencidn en la investigacion. Sin embargo, esta alternativa
es muy valiosa en su aspecto didactico y académico, pues los estudiantes que
participan aprenden "metiendo las manos". Pero por otro lado, para la investigacién
no es lo mas convenlente, ya que ésta requiere de equipo de precisién que es muy
dificit fabricar en las instalaciones universitarias que no estén hechas para produccién
en serle y alto controt de calidad, ademas que esa no es el fin de ellas. En este trabajo
se refleja esta disyuntiva y lo que se hace es tratar de sacar lo mejor de las dos
alternativas, es asf que se pudieron disefiar los preamplificadores que dieron un
resultado mejor al esperado, la maquina para fabricar electrodos enla que se obtienen
afilados de muy buena calidad y, sobretodo, registros extracelulares de buena catidad.
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La experiencia adquirida hasta e! momento ha sido muy valiosa en términos
académicos, pues los estudlantes involucrados en el proyecto han adquirido una
educacién en electrénica que es bastante sélida y, ademds, lo han hecho en un
contexto de investigacién, o que ha enriquecido su experlencla personal y fortalecido
los recursos de la universidad.

La presente tesis va a terminar con esta discusitn, pero el proyecto va a continuar.
Se ha llegado a una etapa enla que se pueden realizar experimentos, aunque todavia
son dificlles. Para llegar aquf se ha contado con el apoyo débil, pero continuo del
departamento de Fisica de la Fac. de Clencias, el apoyo Incompleto de DGAPA y no
se ha obtenido apoyo de CONACYT. Ha habido apoyo de parte de los amigos del
faboratorio que han prestado parte de su equipo, en particular el laboratorio de
Blofsica dela Fac. de Cienclas. Es seguro que a partir de este punto y conla obtencién
de resuitados originales se obtendra un apoyo sélido de diversas fuentes.
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Apéndices
Apéndice A
Aparato afilador de alambres de tungsteno.

El aparato fue disefiado tomando en cuenta que la fabricacion de electrodos
pudiera ser mas sencilla usando los recursos disponibles en el laboratorio, el diseiio
se puede analizar en dos partes:

1.- Bases y mecanismaos.

La base debe mantener y permitir que €l movimiento del electrodo sea vertical por
ello se tomd como base dos soportes universales. Como mecanismo que permite el
movimiento se usé labase de la cabeza de impresién y las barras paralelas donde ésta
se desplaza de una Impresora de matriz de puntos obsoleta.

2.- Circuitos electrénicos.

Los circuitos que se disefiaron, consisten de un generador de la secuencia de
control para un motor de pasos. La secuencia es generada en orden ascendente o
descendente segln sea hecesario; la direccidn de giro es controlada mediante un par
de botones que al estar presionado aiguno de ellos permite el paso de la sefal del reloj
central hacla las patas correspondientes de conteo (UP 6 DOWN), si la base del
mecanismo se localiza en alguno de sus extremos seactiva un interruptor que inhabilita
el botén controlador de la direccién en la que se ha llegado al extremo, permitiendo
moverse sélo en sentido contrario.

La secuencia generada se basa en c6digo GRAY de dos bits y sus respectivos
complementarios, la secuencia de control es mostrada enseguida:

Y =Y=k Y
- OO - o)

OO —p
Oa—ow

El contador usado es un 74193, que es un contador de 4 bits programable de conteo
progresivo y regresivo, la direccién de la cuenta es controlada mediante dos patas
llamadas UP y DOWN a las que es conectado un circutto combinacional que permite
el paso de la secuencia de reloj dependiendo de los interruptores accionados; la
secuencia de conteo GRAY es generada con dos multiplexores usando como selector
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¢l conteode ios dos bits menos significativos, de modotal que ala satida del muitiplexor
se obtienen las senales adecuadas, los complementos de ambos bits se obtienen con
ayuda de inversores, la conexién al motor de pasos se hace a través de transistores
de potencia del tipo PNP, los que aportan la corrlente necesarla para permitir el
movimiento del motor, ! diagrama eléctrico de la maquina para hacer electrodos se
muestra en la figura A.1.

Ademas se han Instalado tres contadores, que permite contar las veces que se ha
cublerto todo un ciclo, es decir, la cabeza de impresién usada ha estado en una
posiclén bajay unaata, conlo que se cuentanias sumersiones que se dan al electrodo
cuando se afila, el diagrama eléctrico se muestra en la figura A.2.

El aparato lo constituyen dos tarjetas, en la primera de ellas se han colocado la
fuente, contadores, multiplexores y conectores y enla otra se han puesto las pantatlas
de cuenta de sumersiones.

Ef contador no trabajé adecuadamente, pues la manera de registrar los pulsos de
entrada al contador es toméndolo de ambos Interruptores de control de direccion por
lo que al estar ambaos presionados ocurre la genaracién de-pulsos sin control, pero
tampoco ha sido necesario, por lo que no se le ha corregido, pudiendo hacerlo con
un optoacoplador.
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Figura A.1. Dlagrama eléctrico de la méquina para hacer electrodos.
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Apéndice B
Apéndice B
Diserio de los filtros para los preamplificadores.

En todos los casos, se decidi6 implementar cada uno de los fiitros activos con una
configuracién de realimentacién miltiple, debido a que permite tener ganancias altas
o unitarlas. Primeramente se eligié el tipo de amplificador operacional, tomando en
cuenta que la impedancla del microelectrodo es del orden de uno o dos megaohms,
por lo que se requiere una alta impedancia de entrada para que el acoplamiento sea
adecuado, por ello se eligié un amplificador con entrada de FET (TLOB4) que tiene
una impedancla de entrada del orden de los 102 Q. & planteamiento de las
condiciones de operacién de los filtros se hizo de acuerdo conlas frecuencias de corte
usadas en los pasos de filtrado del amplificador GRASS.La plantilla utilizada en el
paquete DIFAC® para disenar el preamplificador 1 se muestra en la figura B.1. Los
valores de los componentes y todas las caracterfsticas del filtro fueros fijadas para que
este resultara un filtro de segundo orden, Al probar el filtro con una sefial periédica
(senoidal) se observé qus la frecuencia de corte superior era cercana a los 160 kHz.
En tales condiciones, se opté por sustituir el filtro paso banda por dosfiltros, uno paso
altas con frecuencia de corte en 100 Hz y uno paso bajas con frecuencia de corte en
10 kHz, ambos de segundo orden. Enla figura B.2 se muestran las plantillas de disefio
delosfiltros y enla figura B.3 los componentes requeridos. Las pruebas de este circuito
resultaron satisfactorias obteniéndose una mejor respuesta en frecuencia (300 Hz y
9.5 kHz).

I GeJwr} PLANTILLA DE DISENO
Q= 1018181 Rab=L.5
fo= 1000 Pdb=3
1
fsi fpi fal faz fys fss frec C(Hz)
fai=100 f ax=100G0
fpi= 64,6@715 frs= 15478.18
fsiz 58.82353 f5s=17008

EL ORDEN ADECUHADO PARA EL FILTRO ES 2

Figura B.1. Plantilla de disefio del fiitro paso banda, introducida a! programa de
disefno de filtros activos.

El preamplificador 1 fue armado una vez que los resultados de las pruebas
mostraron que se cumplian los requerimientos en frecuencia. La etapa de
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acoplamiento, con la que el amplificador es conectado al microelectrodo, se hace por
medio de un seguidor, con configuracién inversora, de voitaje con ganancia de 10. A
la salida de la etapa de filtrado es colocado otro seguidor con una ganancia también
de 10, obteniéndose una ganancia total de 100. La ganancia se fij6 arbitrariamente
tomando en cuenta que el preamplificador 1 sélo debe adecuar la sefial para eliminar
problemas de ruido y dar una amplitud tal que el amplificador no tenga problemas de
saturacién o de ruido. En Ia figura B.4 se muestra el circulto esquemdtico del
preamplificador 1, mismo que fue probado en los experimentos del 3 al 11 de manera
exitosa, por lo que no hubo que hacer ningtin cambio a los valores del disefio original.

El preamplificador 2 se diseiid con las sigulentes caracteristicas de operacion:
frecuencias de corte en 600 M2 y 3 kHz, y ganancia de 100. Los procedimientos de
disefio fueron similares a los del preamplificador 1. Se proporcionaron al programa
DIFAC las plantillas de disefio mostradas en la figura B.5, obteniéndose los valores de
componentes mostrados en la figura B.6. Al igual que para el preamplificador 1, las
ganancias de entrada y de salida se fijaron en 10 (la figura B.7 muestra el diagrama
esquematico).

lGCiwd| PLANTILLA DE DISENO

£y= 10609
Pdb
fs= 11000

I
Ip fs frec (HZ)
ORDEN DEL FILIRO BESSEL A CALCULAR 22
fsi= 58.82333
EL ORDEN ADECUADO PARA EL FILIRO ES 2 f5s=17080

[ 6¢jw)] PLANTILLA DE DISENO

fa- 200 Rdb = .2
fp= 119.4551 Pdb= 5 :
fs= 109

]
fs fp fa frec (Hz)
Figura B.2. Plantillas de disefio del preamplificador 1.
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ETAPA 1 DE 1

ca-a 8833

BT

B
e Lon

Ri= —
Ci= 8,.80882L7E-83 =
Ra= 3283.414 1= 8.96a2L7
RI= 1641.787
= Ho=1
ETAPA & DE 1
L R
~——C2= 0833
| | 1] -
1 I I +
€1-0.0033 C3= .0833

RS= 1549005 -
RS
R6= 004750
= Haz=L

Figura B.3. Componentes usados en los filtros del preamplificador 1.

Ambos preamplificadores fueron armados en tabletas perforadas previamente, con
lo que la coriexi6n fue con soldadura punto a punto. la distribucién de componentes
en los preampiificadores se muestran en la figura B.8. Una vez armados los circuitos
de cada preamplificador cada uno se encapsuld en cajas de plastico de diferente color,
usadas para guardar cintas para maquina de escribir, por lo que la caja del
preamplificador 1 es de color naranja y bianco, mientras que para el preamplificador
2 gs amarilla y gris.
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8 R8 '

TLO84

R9=1K

Figura B4, Circuito esquemdtico del preamplificador 1.
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Rdb = .3

Apéndice B

PLANTILLA DE DISENO

Pdb= §

fa= 3000
fp= 4169.231
fs= 5560

r

fa fp

|G|

fa- 609

fs

froc (Hz)

PLANTILLA DE DISENO

fpz 431.7343 Pdb= 5

fs= 0@

|

fs

fp fa

frec (Hz)

EL ORDEM ADECUADO PARA EL FILTRO ES 2

Figura B.5. Plantillas de diseiio del preamplificador 2.
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ETAPA 1 DE 1

—J— C2=@.08a333

T ﬂ>
o+
7557,928 =

= 1.969477E~
R2= 7557.928 Cl= 1.963477E-a2
R3= 3778.964 I

Ho=1
EIAPR 1 DE 1
C2= .04 §
] L J 1 -
LI | | +
C1-9.01 C3= .01
R9= 12605.29 % =
Ré= 84633,47
= Ho=1

Figura B.6. Componentes usados en los filtros del preamplificador 2.
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R1=10K C1=0.022M
R2=100K  C2=d3n
R3=83K  C3=001M
R4=39K  CA=0.0IM
R3=82K  CS=0.01M

Figura B.7. Diagrama esqueniétlco del preamplificador 2.
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Re RB
R7 C4
=
P — -
AMPLIFICADOR i —
c3
TIERRA I I I 1 l l l
DE
SERAL DR6
D TLO84
v ol TTTTTTI
DE
SENAL R3 HCl
—r =
DEL
MICROELECTRODO - ER—:-] ? rs C 1
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Ro  RB R6
o I o R S
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D
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MICROELECTRODD E-_-IR] %:I

b)
Figura B.8. Distribucién de componentes a) preamplificador 1. b) preamplificador 2.
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Apéndice C
Cirugia de caracol (Helix aspersa)

Dentro del montaje del equipo utilizado para realizar experimentos, fue necesario
comenzar a hacer preparaciones relativamente sencillas, que ayudaran en un principio
a poder determinar pardmetros importantes en la obtencién de potenciales de accién
a un buen nivel (eléctrico). Por esto se comenz6 a tratar de registrar en caracol de
Jardin (Helix aspersa), con el fin de conseguir grabar actividad esponténea de las
neuronas de! ganglio, ya que son muy grandes, resultando relativamente facil el
localizarlas con ayuda de un microscopio de diseccion, asf como de introducir
microelectrodos de vidrio, permitiendo que el registro sea intracelular.

La preparacion del caracol consiste en los siguientes pasos:

1.- Se fija el caracol, con ayuda de agujas hipodérmicas, en una superficie plana de
manera tal que se pueda ver desde una posicién comoda la parte alta del cuerpo.

2.- Se corta la piel y se procede a localizar en primera instancia el eséfago.

3.- Localizado el eséfago se encuentra en anillo def ganglio que rodea al mismo y se
engancha para no perderto.

4.- Se corta el estfago y se mantiene en alto ¢ ganglio para poder cortar todas las
conexiones que flegan a él

- Una vez que el eséfago estd totalmente separado del cuerpo del caracol se
lntroduce en una solucién salina con concentraciones similares a las del propio
caracol (Ringer).

6.- Auxiliandose por un microscopio de diseccién se fija el ganglio, y se procede a
romper las membranas que protegen a los grupos de neuronas.

7.-Seinserta enuna neurona un microelectrodo, que esté conectado a un amplificador
con el fin de poder hacer registro. Adicionalmente se puede conectar un modulador ~
digital d(:a pulsos y una video-grabadora, con el fin de poder grabar los potenciales
de accién.
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Protocolos de experimentos

28 de Febrero de 1992
Experimento 1/92
Peso de rata: 425 g.

Hora  Tarea

8:18 Se prepara rata
Dosis: 0.2 ml anestesal

8:36 Se administra anestesal
0.2ml

8:55 Rata dormida

9:00 Se administra 0.2 de atropina

9:09 Serapaalarata

9:16 La rata presenta movimientos al
; tratar de montaria al estereotaxico

9:17 Se suministra 0.1 de anestesal
tiene problemas respiratorios por lo
gue se suministra 0.1 ml de atropina

9:35 ata con muchos movimientos

9:36 Se suministra 0.1 m! de anestesal

9:55 Se logra montar rata al estereo-
taxico y se suministra 0.1 mi de
anestesal.

10:21 Se intenta cortar cuera cabelludo

10:25 Se administra 0.1 m} de anestesal
rata con movimientos

10:34 Se suministra 0.1 m! de anestesal

10:47 Rata muere de paro respiratorio

Apéndice D

Faltan cotonetes

Conseguir agujas
y pincel delgac)o
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28 de Febrero de 1992
Experimento 2/92
Peso de rata: 305 g.

11:16

11:51

Se suministra 0.2 ml de anestesal

La dosis parece ser muy alta.
la rata muere de paro respiratorio

28 de Febrero de 1992
Experimento 3/92

Peso de rata: 362 g.

Hora
12:24

12:51
12:58

13:15
14:14

14:33
14:50

15:09

Tarea
Se suministra 0.1 ml de anestesal.

Se suministra 0.05 ml de anestesal.

Se suministra 0.2 ml de atropina.

Se suministra 0.05 ml de anestesal.

Rata totaimente despierta.
Se suministra 0.1 mi de anestesal.

Se suministra 0.05 ml de anestesal.

Rata todavia con movimientos.

Se suministra 0.1 mi de anestesal.
Se suministra 0.1 ml de anestesal.

Se suministra 0.05 m! de anestesal.

Apéndice D

Es conveniente
usar fresas circulares

Ohservacién

Fijarse que la
rata no tenga
bordes en la
cabeza.

Aln se mueve mucho
Rata ya dormida y
se comienza a

rapar.
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15:15

15:46

16:256
16:55
17:05

18:02
18:44
19:53
20:00
20:04

20:30

Apéndice D

Tarea Observacion

Se monta a la rata al estereotaxico. .

Se suministra 0.2 m! de atropina para evitar Comprar anestesia local.
problemas con la respiracion.

Se trepana craneo, la rata presenta Se hizo un

movimientos; se suministra 0.1 ml de agu‘]ero cerca de
anestesal. la cima media

romplendo una vena.
No seva a ver
la entrada.

No presenta movimientos, estable.

Presenta movimientos; se administra
0.1 ml de anestesal.

Electrodo se avanza hasta tocar. No
se puede evaluar la distancia de
penetracién.

Se administra 0.1 ml de anestesal.

Se administra 0.1 mi de atropina.

Se administra 0.1 ml de anestesal.
Se administra 0.2 ml de atropina.

Se avanza electrodo y aumenta la
cantidad de potenciales. se graba
10 minutos la senal.

Se concluye experimento. Se inyecta

sobredosis, para sacrificar al
animal.

Notas: Al conectar el filtro ytocar el craneo, se escucha la respiraciény la ondade
radio-frecuencias al estar fuera. El filtro y preamplificador mejora el registro.

La tierra, que consideramos fisica mete ruido, por lo que el registro es mejor; se
toma una muestra en el videocasette.

Al parecer el filtro-preamplificador funciona bien, sin embargo es, al parecer
conveniente disminuir el ancho de banda (600 Hz a 3 kHz).

Se pudo registrar aproximadamente a las 19:00 horas, con el electrodo comercial
No."12, con 2 MQ de impedancia.
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Se observa al microscopio que el barniz de los electrodos sedesprende con mucha
facilidad por lo que hay que limplar la superficle de residuos, antes de barnizar.

Las condiclones con las que se registro fueron:

Senfial en el osciloscopio:

8 cuadros con una escala de 0.2 v/div (en promedio).

5 ms/div en barrido.

Senal en el ampilificador grass:

ganancia: x10 (100)

filtrado: Banda de paso 1 Hz a 3 KHz y filtro supresor de banda de 60 Hz conectado.

Condiciones de preamplificacién: Preamplificador con gananciade t0ala entrada
del electrodo. Filtrado con banda de paso de 100 Hz a 10 kHz. gananclade 10 a la
salida del filtrado.

Ruido:
2.5 cuadros con una escala de 0.2 v/division.
Condiciones especiales:

La tierra fisica que se tomé de la instalacion eléctrica no funciona para poder
eliminar ruido sino por el contrario mete ruido al registro.

La tiarra de [a sefial se obtiene conectando el calmén al estilete.
La salida del preamplificador a la punta de alta impedancia se conectaa G1 y G2.

Respecto a la iluminacién resulta imposible tener una lampara de alimentacién de
127 v cerca dela preparaclén, pues induce demasiado ruido, porio que hay que tener
fluminacion de d.c.

El ruido producido por las idmparas fluarescentes no provoca gran induccion si
se tienen encendidas las de los extremos del laboratorio.

El montaje de la rata en los estiletes, fue malo, pues solo un estilete se encontraba
dentrodel canal auditivo, mientras que el otro se encontraba fuera del respectivo canal.

.Para preparar no cortar misculo para evitar sangrado. Ademds, la rata se
encontraba mal colocada en el soporte dental.
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6 de Marzo de 1992
Experimento 4/92
Peso de rata: 400 g.
Hora Tarea
11:51 Rata un poco estresada se
suministra 0.1 ml de anestesal.
12:21 Se suministra 0.1 ml de anestesal.
12:?3 Se suministra 0.1 ml de atropina.
12:40  Rata desplerta, se comienza a rapar
13:05 Rata desplerta.
13:16 Rata despierta se administra 0.1 ml
de anestesal.
13:58 Rata con movimientos.
14:09 Rata con movimientos se inyecta 0.1
ml de anestesal.
14:31 Rata con problemas respiratorios se
suministra 0.1 ml atropina.
14:53 Se suministra 0.1 m| de anestesal.
15:06 Rata con problemas respiratorios se
suministra 0.1 ml de atropina.
15:10 Rata con muchos reflejos, se inyecta
0.05 ml de anestesal.
15:13 Se aplica 0.2 ml de atropina.
15:27  Selnicla la cirugla.
15:33  Se suministra 0.05 ml de anestesal.
15:42 Se suministra 0.05 mi de anestesal.
15:52 Se suministra 0.1 ml de atropina,

Apéndice D
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16:37
16:57

17:11
17:21

17:26

17:28
17.35
18:00
18:24
1845

18:52
19:03
19:.05
1915

19:25

19:30
19:34

Yarea

Se suministra 0.1 ml de anestesal.
Se suministra 0.1 ml de atropina.

Se introduce electrodo 500 zm,
Electrodo avanza 500 um.

Se suministra 0.1 mi de anestesal.

Se suministra 0.1 ml de atropina.

Se suministra 0.2 mi de atropina.

Se suministra 0.1 ml de atropina.

Se suministra 0.1 ml de atropina.

Se Introduce electrodo comercial
nimero 12, con 12 MQ de
impedancia, una distancia de 500 um.
Se avanza electrodo 500 um.

Se suministra 0.1 mi de atropina.

Se avanza electrodo 500 um.
Registro bueno, se ajusta el umbral
de separacién de Brain Wave en 1200
y 1000 unidades, siendo mejor el
ultimo.

Se graba registro, Contador de
casetera en 0000, se grabaran 5 min.
término de grabaci6n en 0145.

Se avanza electrodo 500 zm.

Se avanza electrodo 500 um.
El registro es minimo.

Apéndice D
Observacion

No hay registro
tal vez por mala
impedancia,

Por error se
suministro
anestesal, hay
que marcar las
jeringas de modo
mds notorio

Amplificador.
filtros:

60 Hz fuera
banda de paso:
100 Hz a 3 KHz
ganancia:

500.
Preamplificador
conectado con
ganancia 100y
filtrado de

200 Hz a 10 kHz
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19:42

19:47
19:49

19:54

1956
19:58

20:01
20:06
20.08

20:14
20:17
20:24

20:34
20:35

20:37
20:40

20:44

Apéndice D

Tarea QObservacién

Se avanza electrodo 300 um.

Se detiene avance al encontrar zona

de mayor actividad espontdnea.

Se suministra 0.1 ml de atropina.

Se graba sefial, contador en 0145 Amplificador.

marcas en 0155, 0165 a 0175 y 0215 filtros:

Registro bastante bueno. 60 Hz fuera
banda de paso:

Se deja de grabar, contador en 0309. 300 Hz a 3kHz
ganancia:500

Se avanza electrodo 100 um. preampilificador

Se suministra 0.1 ml de atropina. conectado con

' nancia 100 y
iitrado de

200 Hz a 10 kHz.
Se graba, contador y marca en 0310
Se dejade grabar en 0424

Se avanza electrodo 500 um.
No se obtiene registro.

Se avanza electrodo 200 um. Zona
con actividad. se fija umbral de BW
en 1000.

Se avanza 100 x«m, registro mayor.

Se graba con contador en 0425, marca
en 0435.

Se para grabacl6n 0680.

Se avanza electrodo 500 4m, no se
obtiene registro

Actividad aumenta, ganancia muy alta

Se ajusta ganancia a 100, filtro

60 Hz fuera, banda de paso 100 hz a

3 kHz, preamplificador conectado con
ganancia 100 y filtrado de 200 Hz a 10 kHz

Se graba a partir de 0681, marca en
0700, umbral en 525
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Hora  Tarea + QObsarvacion

20:56 Se presenta un brinco en larata.
Fin de grabacién y marca en 1025.

20:58 Concluye experimento, se sactifica
alarata.

Notas:

Se consigulé un Catetometro, de marca Gaertner, en el que es posible tener
mediciones en el orden de clentos de micras, con lo que se podrfa estimar la zonaen
la cudl se encontraba el electrodo.

El objetivo que se persegula en un principio era el de hacer registro en una zona
llamada Hipocampo. Se penetrd 3.8 mm, los primeros dos milimetros pertenecen ala
corteza cerebral en la que se pudo registrar por primera vez a los 1.5 millmetros de
profundidad, el hipocampo se alcanzé a la profundidad de 2.5 mmy hasta los 3.8 mm
podemos estimar que nos encontrabamos dentro de la misma regién, en la que se
obtuvo registro, mismo que se grabd al estar a los 2.86mm, 2.9mm, 3.7mm y 3.8mm.

Aunque se pudo medir con clerta precision el avance del electrodo, debe ser del
orden de las micras para evitar leslonar las zonas por las que pasa.

Es importante mencionar que aunqgue no se puede saber [a inclinacion con la que
el electrodo entra, la zona registrada es muy grande, por lo que aunque el electrodo
no entrara completamente vertical 1a zona de registro final es sin lugar a dudas el
hipocampo.
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20 de Marzo de 1992

Experlmento 5/92
Peso de rata: 325 g.
Hora  Tarea Observacién
8:18 Se suministra 0.1 mf de anestesal
8:36 Se suministra 0.2 m! de atropina
8:57 Se suministra 0.1 m! de anestesal
9:10 Serapa alarata
9:16 Rata totalmente dormida
10:08 Se suministra 0.05 ml de anestesal
10:21 Se suministra 0.2 ml de atropina
10:37 Se suministra 0.05 m! de anestesal
11:20 Se suministra 0.1 ml de anestesal
11:29 Se suministra 0.1 mi de atropina
11:35 Problemas de respiracién,
. se suministra 0.2 mi de atropina
11:51 Se suministra 0.2 mi de atropina
12:00 Se trepana en 1.9 mm, 3.1 mm, para
evitar ef seno se mueve el agujero
1 mm atras, se perfora en 1.9 mm,
4,00 mm
12:06 Se suministra 0.2 mi de atropina consegulr cera
de hueso
12:43 Se suministra 0.2 ml de atropina
electrodo en:
13:00 Se avanza 200 um 200um
nivel de meninges
13:01 Se suministra 0.2 ml de atropina
13:13 Se suministra 0.2 ml de atropina
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13:25
13:42

13:50
14:.02

14:06
14:16
15:28
16:40
15:45
16:10

16:16

16:35 -

Tarea

Se avanza 500 um
Se avanza 500 um

Se avanza 500 um

Se avanza 500 um

Se suministra 0.2 ml de atropina

Se avanza 200 um
Se avanza 500 um
Se avanza 500 xm
Se avanza 100 gm

Se extrajo electrodo

Se suministra 0.2 ml de atropina

Rata fallece

Apéndice D

Observacion

700um
1200um

1700um
2200um

2400um
2900um
3400um
3500um
dsgso?ggmsllento

del barniz en la
punta
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27 de Marzo de 1992
Experimento 6/92
Peso de rata: 325 g.
9H:g0%'a %aer'gﬂmlnlstra 0.1 mi de anestesal
9:37 Se suministra 0.1 ml de anestesal
9:41 Se suministra 0.2 ml de atropina
9:47 Se Intenta montar rata en el
estereotaxico
10:00 Rata montada en el estereotdxico
10:08 Se suministra 0.2 ml de atropina
10:37 Se suministra 0.1 ml de anestesal
rata con movimientos
10:47 Respiracion muy acelerada, se
suministra 0.2 mi de atropina
10:58 Se suministra 0.1 ml de anestesal
10:59 Se suministra 0.2 ml de atropina
11:15 Se comienza cirugla
11:34  Se suministra 0.05 mi de anestesal
11:58 Se suministra 0.05 ml de anestesal
12:03 Se suministra 0.2 ml de atropina
12:.06 Se trepana y comienza a avanzar el
electrodo
12:47 Se avanza 500 um
12:58 Se suministra 0.05 ml de anestesal
13:07 Se avanza 500 um
13:16 Se suministra 0.2 mi de atropina

Apéndice D

efectrodo en:
500um

1000um

Tiene problemas
respiratorios al
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14:01
14:16
14:23
15:02
15:09
15:24
15:40

16:00

16:11

17:09

17:14

Se avanza 500 um

Se avanza 500 umn

Se avanza 500 um

Se avanza 500 um

Se suministra 0.2 mi de atropina
Se avanza 500 um

Se extrajo electrodo

Se introduce electrodo comercial
namero 12 12MQ S§00um

E’? ;Zﬁ:tzr?ig%?v/g:amerior quela
penetracién precedente

Se graba en videocinta y en disco

duro (Brain Wave), contador en
videocasetera en 0000

ur:lbrales de Brain Wave en 800, 600

00
gmpliﬂcador en10X 10
filtros en 100 Hz y 3 Khz, filtro de

60 Hz fuera. Se marca cinta en 0028

hora 16:43 en ia grabadora digital

al mismo tiempo comienza grabacién

en Brain Wave

Temina la actividad espontanea, se

para la grabacién en 0795
Se avanza 500 um

Apéndice D

Observacion

parecer hay que
esperar para el
suministro de la
anestesia a que
esté mas
inquieta y no
debe ser
periddica
1500um
2000um
2500um

3000um

3500um

Se despellejo
ellbamge' l

electrodo en:
00um

800um
Registro muy

bueno en corteza
cerebral

1300um
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Apéndice D

Hora  Tarea Observacion
17:20 Se avanza 1200 um 2500um
17:32 - Se avanza 500 um 3000u
17:38 Se avanza 800 um 3800um
17:44 Se avanza 200 um 4000um
17:52  Seavanza 500um 45004m
17:54 Se avanza 200 um 4700um
18:05 Se avanza 500 um 5200um

18:18 Se suministra 0.1 ml! de anestesal

18:24 Se suministra 0.1 ml de anestesal

Notas: El electrodo comercial, al parecer se le cay6 el barniz en la punta, al
microscopio se nota un cambio de coloracién entre la punta y el cuerpo del electrodo.

Probando el electrodo comerclal en la caja de acrilico se ve que en toda la punta
aparecen una gran cantidad de burbujas.

61



10 de Abril de 1992
Experimento 7/92

Peso de rata macho: 299 g.

Hara Tarea
9:10 Se suministra 0.1 ml de anestesal
9:19 Se suministra 0.045 mi de Rompun
9:50 Se suministra 0.05 ml de anesteséi
10:08 Se suministra 0.2 ml de atropina
10:33 Se suministra 0.05 m! de anestesal
11:05 Se inicla clrugla
11:34 Se suministra 0.05 mi de anestesal
Se suministra 0.2 mi de atropina
12:05 Se sumlrﬁstra 0.05 m! de anestesal
Se suministra 0.2 mi de atropina
12:38 Se introduce electrodo No. 3
Se avanza 300 um
12:42 Se avanza 400 um
12:47 Se avanza 300 um
13:07 Se sumtnistra 0.05 ml de anestesal
13:08 Se avanza 500 um
13:23  Seavanza500 um
13:23 Se suministra 0.2 mi de atropina
13:29 Se avanza 400 um
13:36 Se avanza 300 um

Apéndice D

Qbsepvacion
Faltan jeringas
Rata muy

inquieta y es
dlﬁcll sujetar

Larataseve
mal

reacciona al

montarse en el
estereotéxico

electrodo en:
300um

700um
1000um

1500um
2000um

periddica
2400um
2700um
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13:39
15:02

15:09
15:24
15:40

16:00

16:11

17:09

17:14
17:20
17:32
17:38
17:44
1 7:§2
17:54
18:05

Tarea

Se avanza 600 um
Se avanza 500 um

Se suministra 0.2 m! de atropina

Se avanza 500 um

Se extrajo electrodo

Se Introduce electrodo comercial
ntimero 12 12MQ  500um

Se avanza 300 um

La penetracion es un poco més atrés
que la penetracl6n anterlor

Se graba en videocinta y en disco
duro (Brain Wave), contador en
videocasetera en 0000

uT(l))Orales de Brain Wave en 800, 600
y

amplificador en 10 X 10

filtros en-100 Hz y 3 Khz, fiitro de

60 Hz fuera. Se marca cinta en 0028
hora 16:43 en la grabadora digital

al mismo tiempo comienza grabacion
en Brain Wave

Termina la actividad espontanea, se
para la grabacién en 0795

Se avanza 500 um
Se avanza 1200 wn
Se avanza 500 um
Se avanza 800 um
Se avanza 200 um
Se avanza 500 um
Se avanza 200 um

Se avanza 500 um

Apéndice D

Qbservaclion

3300um
3000um

3500um

Se despellej6
el barniz

electrodo en:
00um

800um
Reglstro muy

bueno en corteza
cerebral

1300um
2500um
3000um
3800um
4000um
4500um
4700um
5200um
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Apéndice D
Hora Tarea Qbservacion
18:18 Se suministra 0.1 mi de anestesal
18:24 Se suministra 0.1 ml de anestesal

18:25 Fallece la rata
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24 de Abril de 1992
Experimento 8/92

Rata macho, peso 420 g.

Hora
9:39

10:10 Se suministra 0.1 mi de anestesal
Se suministra 0.2 ml de atropina

10:20 Se suministra 0.2 ml de atropina

10:43 Se suministra 0.2 m! de atropina

10:57 Se suministra 0.1 ml de anestesal

11:07 Se suministra 0.2 ml de atropina

12:20 Se suministra 0.2 mi de atropina

12:23 Se suministra 0.1 ml de anestesal

13:04 Se suministra 0.1 ml de anestesal
Se suministra 0.2 ml de atropina

13:10 Se abre cuero cabelludo

13:40 Se perfora craneo

14:26 Se introduce electrodo No. 7 con 5
capas de barniz, se tiene registro,
porloquela Impedancia esbuena
Se avanza 3700 um :

14:29 Se avanza 100 um

14:32 Se avanza 300 um

14:42 Se tiene buen registro
Amplificador: ganancia 50 X 10
ﬂltros en 100 Hz y 3 kHz filtro de
60 Hz fuera.
Se graba a partir de 1300 y se marca

14:46 Se para grabacién en 1400

Tarea
Se suministra 0.1 ml de anestesal

Apéndice D

Observacion

Rata con poco
movimiento, mas
rigida que las
anteriores

Rata caminando

Meninges rotas
con herramienta
especlal y se
provoco sangrado
porlo que se a-
celera avance
antes de que
coagtle.

electrodo en:
3700um

3800um
4100um
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14.47
14:57

15:19

16:24
15:35

Jarea

Se avanza 200 um

Se graba a partir de 1400 y se marca
en 1410, al rededorde 1750 hay un
camblo de actividad. Se para la
grabaclén en 1806

Se avanza 500 um
Se suministra 0.2 ml de atroplna

Se avanza 500 um

Fallece

Apéndice D

Qbservacién
4300um

4800um

5300um
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Apéndice D

30 de Abril de 1992

Experimento 9/92
Rata macho, peso 280 g.
Hora Tarea Observacién
8:44 Se suministra 0.1 mi de anestesal
8:52 Se suministra 0.2 m! de atropina
8:18 Se suministra 0.05 mi de anestesal
9:48 Se suministra 0.05 mi de anestesal
Se suministra 0.2 ml de atropina
10:01 Se suministra 0.2 mi de atropina
10:29 Se suministra 0.05 mi de anestesal
10:31 Se suministra 0.2 mi de atropina
10:52 Se suministra 0.2 mi de atropina
11:38 Se suministra 0.2 mi de atropina
electrodo en:
11:48 Se introduce electrodo 500 um 500um
11:56 Se avanza 500 um 1000um
12:25 Se graba sefial en video {posible que
. sea en corteza), Amplificador:
ganancia en 500, filtros en 100 Hz y
3 kHz, filtro de 60 Hz fuera.
casete en 2000
12:43 Se para grabacién en 2335
12:43 Se avanza 500 um 1500um
Se avanza 500 um 2000um
12:59 Se avanza 700 um 2700um
Se avanza 100 um 2800um
Se graba a partir de 2340
13:17 Se avanza 200 um 3000um
13:26 Sse avanza 500 um (cinta en 3500um
2560
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Apéndice D
Hora Tarea Observacion
13:30 Se suministra 0.2 ml de atropina

13:40 Se aplica 0.1 ml de anestesal
Rata con movimientos (cinta en 2730)

13:43 Fatlece (cinta en 2800)
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ES;TA TESIS WO .BEBE
SMR BE LA BIBLIOTECA

Apéndice D
15 de Mayo de 1992
Expearimento 10/92
Rata macho, peso 320 g.
Hora Tarea Obhservacion
8:39 Se suministra 0.1 ml de anestesal Rata muy dormida
8:48 Se suministra 0.1 ml de atropina
9:25 Se suministra 0.06 ml de anestesal Rata despierta
10:00 Se suministra 0.04 ml de anestesal
10:40 Se suministra 0.12 ml de atropina
10:45 Se suministra 0.05 ml de anestesal.
11:00 Se suministra 0.1 ml de atropina
11:15 Se suministra 0.05 ml de anestesal
11:30 Se monta en el estereotaxico
11:37 Se suministra 0.05 ml de anestesal 0.35 anestesal
12:07  Se suministra 0.1 ml de anestesal 0.45 anestesal
12:08 Se suministra 0.2 mi de atropina 0.52 atropina
12:30 Se hace incision
12:45 Se hace agujero
: electrodo en:
13:12 Se introduce electrodo 500 um 500um
13:23 Se avanza 400 um 900um
13:28 Se graba en video, casete en 2000
Amplificador: ganancia en 500,
filtros en 100 Hz 3 kHz, filtro de
60 Hz fuera, Con preamplificador 2
y punta de baja impedancia
13:30  Se para grabacidn en 2100
13:40 Se graba desde 2100
se para grabacién en 2150
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13:45
13:56
14:06
14:20

14:33

15:50

15:15
15:20
15:21
15:29
15:12
15:40
15:40
15:50
16:03

Tarea

Se avanza 500 um
Se avanza 500 um
Se avanza 500 um

Se avanza 550 um
Se graba a partir de 2340

Se graba en video, casete en 2150
Ampilificador: ganancia en 500,
filtros en 100 Hz 3 kHz, filtro de
60 Hz fuera. Con preampliﬂcador 1
punta de alta Impedancia
e avanza 250 um
Se para grabacién en 2300

Se saca electrodo. Grabacidn en 2305
Se para en 2350

Se coloca electrodo No.5 con 4 capas
Se avanza 600 um

Se avania 1000 um

Se avanza 300 um

Se aplica 0.1 ml de anestesal

Se avanza 1900 um

Se suministra 0.2 mi de atropina

Se avanza 1000 um

Fallece

Apéndice D
Observacion
1400um
1900um
2400um
2950um

3200um

600um
1600um
1900um

0.55 ml en total
3800um

4800um
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Apéndice D

5 de Junio de 1992
Experimento 11/92
2 Ratas macho, peso 282.5 g.
Hora Tarea Qbservacién
Se suministraran los mismos farmacos
en cantidades iguales, con el fin de
observar fos efectos en una y otra
rata, mientras una de elias se
somete a cirugfa, la otra sdlo
estara en observacién
8:56 Se suministra 0.1 ml de anestesal Ambas ratas alin
con movimiento
9:41 Se suministra 0.1 ml de anestesal Una de las ratas
Se suministra 0.2 ml de atropina muere, la otra
con muchos
movimientos
10:23 Se suministra 0.1 ml de anestesal
10:42 Se suministra 0.2 ml de atropina
11:38  Se suministra 0.05 ml de anestesal
. Se suministra 0.2 mi de atropina
11:57 Se suministra 0.05 ml de anestesal
12:43 Se suministra 0.1 ml de anestesal
13:39 Se suministra 0.15 ml de atropina 0.75 ml en total
13:52 Se suministra 0.05 mi de anestesal 0.45 mi en total
14:25 Se suministra 0.05 ml de anestesal 0.50 ml en total
14:50 Se suministra 0.2 ml de atropina 0.95 atropina
Se monta en el estereotaxico
Se inicla cirugfa Se nota clerta
excitablilidad al
tocar la zona
lumbarde la
médula espinal
15:30

Se suministra 0.1 ml de anestesal
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Hora

15:49

16:00
16.02

16:10

Apéndice D

Tarea Observacién

Amplificador GRASS con ganancia 500
fiitros de 100 Hz a 3 kHz, calibador
env.

Pruebas de ruido con:

Electrodo al aire, tira de conectada
y apagada se graba en 900

Con lampara apagada s6lo conectada a
la tira, el ruido es grande, se

graba en 938 a 30 cm de la rata, se
para en 960.

Se prende tira y la [Ampara apagada.
a 15 cm de la preparaclion, se graba
hasta 990.

Se enciende lAmparaa 15 cm, se
graba de 1020 a 1050

Todas las ldmparas de! laboratorio
prendidas, se graba de 1050 a 1100

Con las :lémparas que estan arriba de
la preparaci6n, se graba de 1100 a
1150.

Se quita punta de alta Impedancia y
56 golocg la de baja impedancia.

Se toca con el electrodo y se avanza

600 um 600m
Se graba de 1150 a 1200

Se graba movimiento de 1201 a 1250

Se suministra 0.2 mi de atropina

Se avanza 1500 um 2100um

Se graba sefial de 1250 a 1254

Fallece

72



Apéndice E
Apéndice E
Metodologias de edicion.

Para la elaboracién de éste documentos se ha seguido un procedimiento que por
su extensién puede ser complicado, por ello en las siguientes secuencias de pasos se
tratar4 de explicar la manera en que se elaboré el documento y las figuras aquf
presentadas, respectivamente.

Documento:

- Se captura ef texto en cualquier procesador de texto, para el caso de éste trabajo
se us6 Word version 5. El procesador de texto debe ser compatible con Ventura
Publisher o en su defecto ser capaz de salvar el documento en ASCII de 8 bits (ASCII
extendido) para que respete los caracteres especiales, como son las letras
acentuadas.

-Todas las correcciones de texto se deben hacer, porfacilidad desde el procesador
de texto. '

- Una vez que se esta seguro de que el documento es la versidn final, entonces
desde el paquete Ventura Publisher se carga el archivo, para darle el formato final. Hay
que mencionar que dentro de Ventura se pueden hacer correcciohes, peto ho es un
procesador de texto, por lo que complicarfan las correcciones. La versién de Ventura
Publisher usada en la formacién de este Texto es la version 3.0 con extension
profesional, que permite ademds Insertar figuras y dar formato a los parrafos del texto
es posible introducir {érmulas matematicas.

Figuras:

En el caso de las figuras se generaron dos tipos, las de sefiales neuroeléctricas
~ grabadas en videocinta y las representaciones a bloques o esqueméticas.

Lag seriales neuroeléctricas se deben primero pasar a disco duro, por medio dela
tarfeta de interface de la grabadora digital y usando el paquete llamado VR111 que lee
la tarjeta y almacena en disco duro la seial. Con la seiial digitalizada, se convierte el
archivo ganerado a un archivo que pueda ser desplegado en pantalla con ayuda del
programa del VR111, llamado DISPLAY y que permite ver & contenido completo de la
seiial, en una ventana superior y en una inferior un tramo de la sefal seleccionada.
Previamente de correr DISPLAY se Instala un programa para la captura de pantallas
graficas, para el caso de las sefiales aquf presentadas se usé el programa GRAFPLUS
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Apéndice E

(versidn 4.0) que salva las pantallas graficas en formato PCX, con lo que se puede
editarlafigura desde PAINTBRUSH (versién 3.0de Windows) y quitar de ellalos colores
y dejarla en blanco y negro.

Las figuras a bloques y los esqueméticos fueron hechas desde AUTQOCAD versién
10 y desde ORCAD versién 3.21, en estos dos paquetes para poder hacerlos
compatibles con Ventura Publisher, es necesario hacer lo siguiente:

- Los archivos de ORCAD se mandan imprimir a un archivo con el programa
PLOTALL que debe estar configurado como DXF (interface de ORCAD para
AUTOCAD) se carga desde AUTOCAD importandolo como archivo con formato DXF,
en AUTOCAD se le quitan los caracteres que no deban salir y se manda a un archivo
para plotter. El mismo proceso se sigue para los archivos editados en AUTOCAD. Los
archivos con formato HPGL (los archivos para plotter de autocad)se convierten a
formato GEM con ei programa de VENTURA llamado HPGL2GEM, hecho esto es
posible importar éstas gréficas a VENTURA.

Inventario de sefales grabadas en videocintas.

Se cuenta con cuatro videocintas de formato VHS, los contenidos son los

siguientes: .

Cinta . Contenido

1 Hitachi T-120HR Experimento del 28 de Febrero de 1992 000-060 ruido
060-280 primer intento de introducir primer electrodo
280-780 segundo intento de Introducir eiectrodo
780-950 segundo electrodo
950-1735 electrodo comercial (avance el 1310)
1735-1774 Misma posicién, ampilificador de Francisco
1775-1902 tercer electrodo
1902-2214 tercer electrado avance

2 Hitachi T-120HR Experimento 6 de Marzode 1992  000-1025
Experimento 24 de Abril de 1992  1300-1806
Experimento 15 de Mayode 1992  2000-2350

3 Hitachi T-120HR Experimento 27 de Marzode 1992 000-795

4 Hitachi T-120HR  Sefial ejemplo Brain Wave 000-1220
Sefial ejemplo Brain Wave 1220-2890
Experimento en video 28 de Febrero de 1992 3000
Experimento 5 de Junio de 1992  900-1220
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