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Introduccién

1. INTRODUCCION

El descubrimiento e implementacién de la técnica para la preparacion de rebanadas
de cerebro es una de las mas importantes referencias en el establecimiento de las
neurociencias, ya que mantiene un considerable grado de funcionalidad del tejido al mismo
tiempo que proporciona una excelente oportunidad experimental. Este recurso
multidisciplinario, en conjunto con la versatilidad de la preparacion ha permitido una amplia
vision del funcionamiento celular y molecular del cerebro. La preparacion de las rebanadas
fue desarrollada por Henry Mcllwain en 1950 (3) para estudios bioquimicos del cerebro;
después de validar la preparacion, Mcllwain adopt6 las técnicas electrofisiolégicas las cuales
se podian aplicar a rebanadas de tejidos, encontrando no solo que las rebanadas eran
viables metabdlicamente, sino que en ellas se podian realizar estudios de potenciales de
membrana en neuronas en reposo. Desde entonces, existe una gran base de datos sobre la
preparacion de rebanadas de cerebro que son utilizadas en investigaciones neurofisiol6gicas
para plantear los mecanismos sindpticos de los neurofarmacos, obteniendo registros intra y/o
extracelulares se ha establecido la confiabilidad de las respuestas a fin de hacer una
comparacion entre los efectos de diversos farmacos, toxinas o la manipulacion del tejido en
el medio ambiente. Esta preparaciéon ha permitido estudiar con mayor detalle al cerebro
utilizando un menor niamero de animales de los que se utilizan en modelos “In Vivo”, dado
gue es posible obtener varias rebanadas de un solo cerebro; por lo que éste tipo de
preparacion provee una herramienta muy poderosa para examinar los factores del

comportamiento electrofisiologico de las neuronas. (48)
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2. GENERALIDADES

2.1 ORGANIZACION DEL SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso (SN) incluye el sistema nervioso central SNC (cerebro y médula
espinal) y el sistema nervioso periférico (SNP) (que incluye todos los nervios fuera del
SNC). (Esquema 1) y (Fig. 1). (20)

El SNP incluye las neuronas sensitivas, que conectan el encéfalo y la médula
espinal con los receptores sensitivos, y las neuronas motoras, que conectan tanto el
encéfalo y la médula espinal con los receptores sensitivos, asi como las neuronas
motoras, que conectan el encéfalo y la médula espinal con los musculos y las glandulas,
éste puede clasificarse en a) sistema nervioso somatico (SNS), el cual controla los
musculos voluntarios tanto como los nervios espinales y craneales, y b) el sistema
nervioso auténomo (SNA), el cual consiste de nervios autbnomos y algunos nervios
craneales que controlan la funcion de 6rganos y glandulas. A su vez, el SNA se clasifica
en simpatico, cuya funcidon esta implicada en el incremento en la velocidad del corazén vy la
presion sanguinea, estimula la secrecién de adrenalina (A), y aumenta el flujo de sangre a
los musculos esqueléticos, entre otras funciones, y parasimpatico el cual actia en
momentos en que las reservas de energia pueden ser almacenadas para su uso posterior,
por lo tanto, este sistema incrementa la salivacion, la digestién, el almacenamiento de
glucosa y otros nutrientes asi como la disminucion de la frecuencia cardiaca y la

respiracion. (32)
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Por lo general, se considera que el SNC incluye siete partes basicas: la médula espinal, el

bulbo raquideo, la protuberancia, el cerebelo, el mesencéfalo, diencéfalo y los hemisferios
cerebrales. En conjunto, el bulbo raquideo, la protuberancia y el mesencéfalo constituyen
el tronco encefalico; el diencéfalo y los hemisferios cerebrales, el encéfalo anterior. Si bien
ésta categorizacion del SNC es algo artificial (a menudo las neuronas atraviesan los
limites de éstas subdivisiones y la mayoria de las funciones nerviosas dependen de mas
de uno de éstos componentes), la divisibn del mismo en sus partes principales
proporciona un marco de trabajo anatomico esencial para cualquier explicacién de la

funcién. (36)

Sistema Nervioso (SN)

SN Periférico SN Central
SN Auténomo SN Somético Cerebro Médula Espinal

o | L Cerebro Cerebro

SN Simpatico SN Parasimpatico Ceret_)ro medio inferior
anterior
| | |
Telencéfalo Diencéfalo Mesencéfalo Metaencéfalo Mielencéfalo

Corteza Cerebral Téalamo Septum Puente
Ganglio basal Hipotalamo cerebeloso.
Hipocampo
Amigdala

Esquema 1: Divisiones del SNC. (36)
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Sistema
nervioso
central

Cerebro

Medula espinal

Sistema
nervioso
periférico

Nervio
periférico

Fig. 1. Divisiones del sistema nervioso. (21)

2.1.0 EL CEREBRO.

La complejidad del cerebro es enorme y nuestros conocimientos son escasos, asi
tenemos que el cerebro humano es una estructura relativamente pequehna que pesa
alrededor de 1400 g y constituye un 2% del peso corporal total; comunmente, se lo
considera el unico 6érgano unicamente relacionado con el pensamiento, la memoria y la
conciencia, aunque éstas son algunas de sus funciones mas complejas. Consta de 3
subdivisiones basicas: los hemisferios cerebrales, el tronco del encéfalo y el cerebelo. (5)
2.1.2 Hemisferios cerebrales.

Los dos hemisferios cerebrales consisten en una corteza gris muy plegada (palio),
la sustancia blanca subyacente y un conjunto de masas neuronales de localizacion
profunda denominados ganglios basales, estan separados entre si parcialmente por la
circunvolucion interhemisférica. Cada hemisferio cerebral se encuentra subdividido en
I6bulos por diversas circunvoluciones. Los principales I6bulos del cerebro se denominan
de acuerdo con los huesos craneales suprayacentes. La cresta de cada repliegue se

denomina circunvolucién (gyrus), sobre éstas el cerebro se divide en seis Iébulos: 1)

10
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frontal, 2) temporal, 3) parietal, 4) occipital, 5) insular, y 6) limbico, aunque el insular y el

limbico no son verdaderos lobulos. (5)

Lobulo frontal: Es el I6bulo cerebral de mayores dimensiones, y comprende alrededor de
un tercio de la superficie hemisférica, en éste se hallan el area motora primaria y una
region denominada el area del habla de Broca, region relacionada con los mecanismos
motores de la formulacion de la palabra. (5)

Lobulo parietal: En éste se distinguen tres partes: 1) una circunvolucion parietal
ascendente, 2) el I6bulo parietal superior y 3) el l6bulo parietal inferior. El I6bulo parietal
inferior representa un area cortical de asociacion, en que convergen senales
multisensoriales de las regiones parietales, temporales y occipitales adyacentes. (5)
Lébulo temporal: Aqui se encuentran las circunvoluciones transversas de Heschl que
constituyen la corteza auditiva primaria en el hombre. (5)

Lébulo occipital: Aqui podemos encontrar la corteza visual primaria en donde se reciben
los impulsos de la mitad temporal de la retina ipsilateral y la mitad nasal de la retina
contralateral, y esta relacionada con la percepcion de la mitad contralateral del campo
visual, aqui también, se producen las funciones de la visidon binocular y la visién central.
(5)

Lébulo de la insula: Esta regién cortical invaginada, es un area cortical triangular, cuyo
apice se orienta hacia delante y abajo, y se extiende en la fosa lateral. La insula esta
cubierta por las regiones operculares temporal, frontal y parietal. (5)

Cara medial: La estructura mas sobresaliente de la cara medial es la masa comisural
interhemisférica, el cuerpo calloso, ésta estructura compuesta por fibras mielinicas,
conecta reciprocamente casi todas las regiones corticales de ambos hemisferios. Las

distintas partes del cuerpo calloso se denominan rostrum (pico), genu (rodilla), cuerpo y

11
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splenium (rodente). El cuerpo calloso desempefa una importante funcidn en la

transferencia interhemisférica de las discriminaciones adquiridas, experiencia sensorial y
memoria. (5)

Lobulo limbico: Comprende las circunvoluciones subcallosa, del cuerpo calloso y del
hipocampo, asi como los derivados corticales primitivos, la formacion del hipocampo vy la
circunvolucion dentada, los cuales en el curso del desarrollo se han invaginado dentro del
I6bulo temporal. (5)

Las estructuras que componen el Iébulo limbico son de aparicidon temprana en la
filogénesis, y las evidencias fisiolégicas indican diferencias funcionales entre diversos
componentes, aunque la mayor parte de ellos se relacionan con funciones viscerales y
conductuales. (5)

Sustancia blanca: Se encuentra por debajo de la corteza cerebral y se propaga hasta los
nucleos subcorticales y el sistema ventricular, y forma el centro medular del hemisferio. La
inervacion del cerebro esta dada por las fibras mielinicas de la sustancia blanca que son
de tres tipos: 1) fibras de proyeccién que conducen los impulsos desde la corteza y hacia
ésta, 2) fibras de asociacién que interconectan diversas regiones corticales del mismo
hemisferio y 3) fibras comisurales que interconectan las regiones corticales
correspondientes de ambos hemisferios. (5)

Tronco del encéfalo.

Es una estructura nerviosa que se encuentra en la fosa cerebral posterior, por
delante del cerebelo, las estructuras que lo conforman son: el bulbo, la protuberancia, el
mesencéfalo y parte del hipotalamo. Es la ruta de comunicacion entre el cerebro anterior,
la médula espinal y los nervios periféricos. Controla varias funciones como la respiracion,

regulacion del ritmo cardiaco y aspectos primarios de la localizacién del sonido. (5)

12
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Cerebelo.

El cerebelo (o parte posterior del encéfalo) esta situado en la parte posterior de la
cabeza. Tiene como funcién controlar los movimientos musculares voluntarios y mantener
la postura, la estabilidad y el equilibrio. (5)

Por otro lado, el SN de roedores se divide en central, periférico y autonomo al igual
que el humano. (Fig. 2) El SNC consiste en el cerebro y la médula espinal. El sistema
periférico esta constituido de todos los nervios somaticos mielinizados, y el sistema
autonomo esta compuesto por los nervios no mielinizados. (6)

El cerebro esta compuesto por las siguientes divisiones: (Tabla 1)

Divisiones del cerebro Constituidas por:

1: Proencéfalo

Riencéfalo Bulbo olfatorio, cuerpo amigdoileo
Telencéfalo Hemisferios cerebrales
Diencéfalo Hipotalamo, talamo, epitalamo

2: Mesencéfalo Colinculo y cerebro en cruz

3: Romboencéfalo

Metencéfalo Cerebelo y puente cerebeloso
Mielencéfalo Médula oblongada

Tabla 1. Subdivisiones del cerebro de roedores (4) (6)

13
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2.1.3 LA NEURONA.

Tal vez la razdn principal de por qué la neurociencia es un campo tan interesante se
relaciona con la gran cantidad de preguntas acerca del cerebro humano que aun no se
han contestado.

El neuroanatomista espafiol Santiago Ramoén y Cajal, realiz6 un estudio con el
microscopio oOptico del tejido nervioso tefiido con sales argénticas (AgNOs), con el cual
argumento, de modo persuasivo, que las células nerviosas eran entidades separadas y
que se comunicaban entre si por medio de contactos especializados denominados
sinapsis.(37) El advenimiento de la microscopia electrénica biolégica en la década de los
50’s establecio, por ultimo, mas alla de cualquier duda, que las células nerviosas son, en
efecto, unidades funcionalmente independientes. (36)

Se calcula que el cerebro contiene alrededor 100,000 millones de neuronas, éstas
constituyen dos tipos de células primarias: células nerviosas llamadas neuronas y células
de apoyo llamadas células gliales. La principal funcion de las neuronas es transmitir la
informacion en forma de senales eléctricas a lo largo de grandes distancias, por el
contrario, las células de sostén (gliales), no son capaces de producir sefalamiento
eléctrico. Las neuronas se denominan de acuerdo al 6rgano o tejido que inervan, para
indicarles las funciones a realizar, asi por ejemplo las neuronas sensoriales son sensibles
al estimulo del entorno, convierte el estimulo fisico transmitiendo la informacién a circuitos
de interneuronas las cuales son células nerviosas formando un complejo de interaccion de
circuitos neuronales los cuales son responsables de las sensaciones, el conocimiento, la
memoria y la toma de decisiones. (36)

En la mayoria de los aspectos, la estructura de las neuronas se asemeja a la de

otras células. Por lo tanto, cada célula nerviosa tiene un cuerpo celular que contiene un
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nucleo, el reticulo endoplasmico, los ribosomas, el aparato de Golgi, las mitocondrias y

otros organelos que son esenciales para la funcién de todas las células. (Fig. 3) Sin
embargo su estructura y tamano varian de acuerdo a sus funciones especificas, lo que las
hace altamente especializadas para la comunicacién intercelular (Fig. 4). (22)(36)

La caracteristica morfolégica mas sobresaliente es la elaboracion de las dendritas
(también denominada ramas dendriticas o prolongaciones dendriticas) que surgen del
cuerpo celular de la neurona, éstas (junto con el cuerpo celular) proporcionan sitios para
los contactos sinapticos que realizan las terminaciones de las otras células nerviosas v,

por lo tanto, se las puede considerar especializadas en recibir informacion. (36)
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Fig. 3. Partes de una neurona. (22)
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Fig. 4. Tipos de neuronas. (17)

La informacion que proviene de las aferencias que llegan a las dendritas es “leida”
en el origen del axén, porcion de la célula nerviosa especializada en la conduccion de
sefales. El axén es una extensién unica del cuerpo celular de la neurona que puede viajar
algunos cientos de micrometros o mucho mas, segun el tipo de neurona y del tamafio de
la especie. La mayoria de las células nerviosas del encéfalo humano tiene axones cuya
longitud es sélo de unos pocos milimetros y algunas no poseen axones en absoluto, las
cuales transmiten la informacién localmente. EI mecanismo axoénico que transmite las
sefales sobre estas distancias se llama potencial de acciéon, una onda eléctrica
autorregenerada que se propaga desde su punto de iniciacion en el cuerpo celular
(denominado cono axodnico) hasta la terminacion del axén. (36) Por lo tanto las
terminaciones axonicas estan altamente especializadas para transmitir esta informacién a

las células blanco, las cuales incluyen otras neuronas en el encéfalo y en todo el cuerpo.
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Estas se denominan sinapticas (o botones terminales) y los contactos que hacen con las

células blanco son las sinapsis quimicas, otro tipo de contacto que hay se denomina
sinapsis eléctricas. Las células que les dan soporte vital, son las llamadas células gliales,
tienen una importancia significativa en la funcién de las neuronas ya que proveen a las
neuronas de soporte fisico, mantienen el entorno quimico de las neuronas y dan funcion
inmunologica. Existen 4 tipos de células gliales cuyas funciones son muy particulares.

(5)(36) (Tabla 2)

CELULA. FUNCION.

Astrocitos Da soporte estructural
Mantiene el entorno iénico y quimico
Almacena nutrientes para dar energia a las
neuronas
Realiza fagocitosis

Microglia Realiza fagocitosis
Proporciona funciones del sistema inmune

Células de Schwann Forma una vaina de mielina en un solo axén
del SNP.
Libera factores de crecimiento cuando la
neurona esta dafada.
Proporciona un canal para orientar los
axones hacia el blanco

Oligodendrogalia Forma multiples vainas de mielina en el
SNC
Inhibe la regeneracion de los axones en
neuronas dafadas

Tabla 2. Tipos y funciones de las células gliales. (5)
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Las células de la glia son mas abundantes que las células nerviosas del encéfalo y

las superan en numero, tal vez por una relacién 3:1, por lo general son mas pequefias que
las neuronas y carecen de axones y dendritas. De hecho, la glia abarca diversos tipos
celulares con funciones diferentes por completo; su denominador comun es simplemente
que no conducen sefales nerviosas; por ejemplo, muchos fisidlogos sospechan que las
células gliales participan en el remodelado neuronal. (36)

Transmision eléctrica dentro de una neurona.

El principal objetivo del encéfalo es adquirir, coordinar y diseminar la informacion
acerca del organismo y su medio ambiente. Para realizar ésta tarea, las neuronas han
desarrollado un recurso sofisticado que genera sefales eléctricas. La transmision de la
informacion dentro de una neurona es un proceso eléctrico y depende de la naturaleza
semipermeable de la membrana celular. Cuando la carga normal eléctrica de una neurona
es perturbada por la llegada de sefnales de otras células, se alcanza un umbral que inicia
la sefial eléctrica (potencial de accidén) que transmite el mensaje a lo largo de todo el axén
hacia las terminales del mismo. (32)

Todas las neuronas tienen una diferencia en la carga eléctrica dentro y fuera de la
célula, a esto se le llama potencial de membrana en reposo; el interior de la neurona es
mas negativo que el exterior, y un voltimetro nos dice que ésta diferencia es de
aproximadamente —70 milivolts (mV) manteniendo a la neurona polarizada en su estado
de reposo. La selectiva permeabilidad de la membrana y la distribucién desigual de iones
dentro y fuera de la célula es responsable del potencial de membrana. Esto quiere decir
que cuando la célula esta en reposo, hay mayor cantidad de particulas negativas dentro
de la célula y mas cargas positivas fuera de la célula. Cuando el potencial de membrana

esta en reposo, varios tipos de estimulos que perturban la membrana pueden abrir
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canales idnicos momentaneamente, causando pequenos cambios en la distribucion de los

iones, provocando diferencias en el potencial eléctrico llamados potenciales locales; éstos
tienen un gran significado dentro de la psicofarmacologia, ya que cuando los farmacos 6
neurotransmisores se enlazan con algun receptor en particular, esto puede desencadenar
la apertura momentanea de canales iGnicos especificos causando un efecto inhibidor 6
excitador. Dado que los neurotransmisores actuan en la membrana postsinaptica, los
efectos son llamados potencial postsindptico excitador (EPSPs) y potencial
postsingptico inhibidor (IPSPs). (32)

Las neuronas no funcionan de manera aislada, estan organizadas en conjuntos
denominados circuitos que procedan tipos especificos de informacién. Las conexiones
nerviosas se realizan tipicamente en una marana densa de terminaciones axoénicas,
dendritas, sinapsis y prolongaciones de células gliales que en conjunto se denominan
neuropilo (el sufijo pilo viene de la palabra griega pilos, que significa “sentido”). Las células
nerviosas que transmiten informaciéon hacia el SNC (médula espinal y encéfalo) son las
neuronas aferentes; las células nerviosas que transmiten la informacion desde el encéfalo
o la médula espinal son las neuronas eferentes; por otro lado, las células nerviosas que
solo participan en los aspectos locales de un circuito se llaman interneuronas. Estas tres
clases: neuronas aferentes, neuronas eferentes e interneuronas son los componentes de
todos los circuitos nerviosos. El potencial de accion depende en esencia, del potencial
eléctrico en reposo a través de la membrana neuronal. Cada vez que los iones fluyen a
través de las membranas celulares se produce una diferencia en el potencial eléctrico.
Estos flujos de iones se desarrollan cuando las membranas son permeables a una 0 mas
especies de iones, y cuando existe un gradiente electroquimico que favorece el flujo de

iones. En reposo un potencial de membrana negativo (el potencial de reposo) es el
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resultado de un flujo neto de Potasio (K*) a través de las membranas neuronales que son

predominantemente permeables al K*. Un potencial de accion se desarrolla cuando un
aumento transitorio en la permeabilidad al sodio (Na*) permite un flujo neto de Na* a
través de una membrana que ahora es predominantemente permeable al Na*. La
elevacion efimera en la permeabilidad de la membrana al Na® es seguida por una
elevacion transitoria en la permeabilidad de la membrana al K' que repolariza la
membrana neuronal y produce una hiperpolarizacion breve del potencial de accion.
Cuando éstos cambios activos de la permeabilidad ceden, el potencial de membrana

regresa a su nivel de reposo debido a la permeabilidad elevada de la membrana al K*. (32)

2.2PREPARACION Y SELECCION DE REBANADAS DE CEREBRO.

Las preparaciones de rebanadas de cerebro se han hecho muy populares entre los
neurobidlogos, porque en éstas se pueden hacer estudios del SNC de mamiferos vy el
fendbmeno sinaptico. Las rebanadas de hipocampo, bulbo olfatorio, neocorteza,
hipotalamo, nucleo caudado y la amigdala son las areas del cerebro mas utilizadas. Este
tipo de preparaciones son una excelente herramienta para el estudio de la neurofisiologia,
dado que las propiedades de la membrana pueden ser estudiadas usando registro
intracelular, incluyendo el estudio de canales i6nicos y neurotransmisores, el estudio de la
actividad sinaptica puede ser realizada por registros extracelulares y estimulos
especificos. En la actualidad este tipo de preparacion es usada como un sistema para el
estudio del metabolismo del cerebro y su farmacologia en el SNC y como un modelo de
estudio de numerosas situaciones patoldgicas. (11)(43)

Las rebanadas de cerebro presentan ventajas y desventajas en el estudio del SNC,

las cuales se ilustran en la siguiente tabla: (Tabla 3). (43)
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VENTAJAS

DESVENTAJAS

Rapida preparacion, usando  animales
relativamente baratos,(raton, rata, cobayo)

Estabilidad de la preparacion.

Control sobre las condiciones de la preparacion.

Visualizacion directa de las caracteristicas
estructurales de la rebanada, en donde son
puestos los electrodos de registro y de
estimulacion.

El espacio extracelular es accesible al medio de

perfusion que contiene (iones,
neurotransmisores y farmacos).
Las rebanadas mantienen la integridad

estructural, a diferencia de los cultivos celulares
o tejido homogenizado.

Presentan falta de ciertos
normalmente existentes en el
intacto.

productos
cerebro

Ciertas superficies de la rebanada son
danadas por la accién del rebanado.

Los efectos de la decapitacion en la
viabilidad de la rebanada no estan bien
comprendidos.

Tabla 3: Ventajas y desventajas de la preparacion de rebanadas de cerebro. (43)

2.2.1 Antecedentes historicos.

La relacion entre la actividad eléctrica de neuronas individuales en el cerebro y su

comportamiento en los sistemas neuronales sigue siendo una de las preguntas mas

inquietantes para la neurociencia, aunque el rol del comportamiento de las neuronas

incluye funciones sensoriales, motoras y neurosecretoras, el paso explicito que regula la

funcidn de las neuronas es el comportamiento electrofisiolégico que conduce a la

generacion de los potenciales de accion. (49)

La preparaciéon de rebanadas de cerebro fue usada inicialmente por Warburg y

colaboradores en 1920 que realizaron estudios sobre la respiracion de las rebanadas,

posteriormente, no fue sino hasta 1939 el afo en que Quastel siguidé los estudios
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realizados por Warburg, y expresdé que las condiciones de incubacién podrian ser

eventualmente encontradas para poder garantizar un estado optimo del tejido. (41)

Henry Mcllwain (Fig. 5) nacio el 12 de Diciembre de 1912 en Newcastle-upon-Tyne.
(3) Fue uno de los pioneros en desarrollar técnicas para estudiar el metabolismo cerebral
en relacion con la actividad eléctrica de rebanadas de cerebro. Su mayor contribucion fue
el descubrimiento de técnicas “In Vitro” para relacionar los mecanismos moleculares con la
funcidn cerebral, en particular sobre la energia cerebral y la actividad eléctrica sinaptica
evidenciando la actividad eléctrica y metabdlica de las neuronas, dando como resultado
que podian ser estudiadas en rebanadas de cerebro.(2) La era de la preparacion de
rebanadas de cerebro realmente inici6 cuando Choh Luh Li y Mcllwain (1957) publicaron
un articulo en el cual las rebanadas de cobayo y la neocorteza de gato presentaban
resistencia a los potenciales de membrana aplicados. En ésta investigacion también
desarroll6 la primer camara de registro (Mcllwain recording chamber). (Fig. 6). (8)

Henry Mcllwain publico cerca de 250 articulos cientificos, sus libros incluyen
Biochemistry and the Central Nervous System (1955), Practical Neurochemistry (1962), y
Chemical Exploration of the Brain (1963) y su versiéon tardiamente editada de Practical

Neurochemistry (1975). (3)
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Fig. 6. Mcllwain recording chamber. (A) Visto desde arriba. (B) plano (C) aparato ensamblado. (8)

Otros estudios realizados en la década de 1950 ejecutados por Amassian (1953),

Hubel (1957) y Mountcastle (1957), aportaron la herramienta de eleccién usada para

registros celulares, el microelectrodo de metal (45), el cual media los potenciales de
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accion mediante la deteccidn de pequefias sefiales eléctricas que ocurrian en el exterior

de la neurona como resultado de inducir un flujo de corriente cuando la neurona
“disparaba” un potencial de accién. Mas tarde en 1968 David Robinson escribié una
revision de la tecnologia de los uni-electrodos en donde puntualizé una gran discrepancia
entre el numero de neuronas que se encontraban presentes cerca del microelectrodo de
registro y el numero de neuronas que realmente se detectaban, asi que hizo un calculo
matematico para estimar cuantas neuronas realmente podian ser detectadas, sin
embargo, €l observé que en la practica realmente esa estimacioén no era del todo cierta, ya
que solo pocas neuronas podian ser detectadas, su resultado ha sido avalado por estudios
recientes que demuestran el numero de neuronas que son realmente detectadas en cada
método de ensayo. (Tabla 4). (45)

Posteriormente, en 1979 Garthwaite, en 1981 Froetscher y en 1982 Misgeld, todos
determinaron el espesor de las rebanadas y las regiones de las rebanadas que podian ser
consideradas tejido muerto, también empezaron a realizar estudios para saber que
regiones del cerebro podian ser estudiadas y las respuestas que presentaban. (29) Desde
que se realizaron éste tipo de estudios se han encontrado las regiones del cerebro que

pueden ser estudiadas en rebanadas de cerebro (Tabla 5).
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Area del cerebro

Método utilizado

Pruebas de actividad

Nucleo del pez cebra
HVC

Registro extracelular con
estimulacién antidromica.

Las neuronas proyectan un ruido
desde el nucleo.

Area CA1
hipocampo de rata

de

Comparacion de los
regsitros intracelulares y
extracelulares.

Se observd de 10 a 100 veces
menor nidmero de neuronas en base
a la densidad neuronal.

Area CA1
hipocampo de rata

de

Unidad sencilla.

65% de neuronas activas

Neocorteza de rata

Registro de neuronas por
patch-clamp por seleccidn
ciega de neuronas.

Alrededor de 10 veces menor a lo
medido con blind patch vs. Método
single unit (unidad unica)

Neocorteza auditiva

primaria

Registro de neuronas por
patch-clamp

Un promedio de 1 espiga/ célula en
respuesta a un tono

Bulbo olfatorio de rata

Registro por Patch-Clamp

Una medicidon de 10 a 50 veces
menor con blind patch vs. Método
extracelular de la unidad unica

Neocorteza motora
primaria de conejo

Registro extracelular con
estimulacion antidromica

75% de las neuronas en silencio

Neocorteza  primaria |Registro extracelular con|La mayoria de las neuronas no se
somatosensorial de | estimulacion antidromica observan con estimulacion sensorial
conejo

Neocorteza  primaria | Arreglo de microelectrodos |10 veces menos neuronas
visual de gato observadas

Neocorteza de mono

Comparacién de registros
con anatomia conocida

Hay menos neuronas observadas
con registros extracelulares que las
esperadas con campos de potencial
extracelulares

Neocorteza de

humano

Calculo tedrico

Células muy activas 1 de cada 100

Tabla 4. Aqui se muestra la escasa actividad de las neuronas. (45)
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Region de | Fendmeno Autor y afio

la

rebanada

Tallo Metabolismo de  monoaminas vy | Elks. (1979)

cerebral liberacion de éstas.
Electrofisiologia de la membrana. Hendersen. (1982)
Efectos del pH en la electrofisiologia de
la membrana. Fukada y Loeschke.

(1977)

Cerebelo Propiedades electrobiolégicas de la | Llinas y Sugimori. (1980)
membrana y la dendrita.

Nucleo Membrana y transmision | Oertel. (1983), Hirsch vy

coclear electrofisiolégica. Oertel. (1984)

Hipocampo | Ruta de estimulacion y circuito. Skrede y Westgaard.
Identificacion y accion de | (1971)

neurotransmisores.
Malthe-Sorensen. (1979)

Electrofisiologia de la membrana. Corradetti. (1983)
Electrofisiologia de la transmision | Langmoen. (1981)
sinaptica. Dingledine y Lagmoen.
Electrofisiologia dendritica. (1980)
Acciones de anoxia e hipoglicemia. Brown. (1983)
Regulacion de la sintesis proteica. Turner. (1983)
Epilepsia. Lipton. (1982)
Potencializacion de largo plazo. Kass. (1982)
Cox. (1982)
Lipton 'y  Heimbach.
(1978)

Traub y Wong. (1983)
Lynch. (1983)

Hipotalamo | Liberacién y metabolismo de | Hyatt. (1984)
monoaminas.
Electrofisiologia de la membrana vy | Hatton. (1984)
liberacién de hormonas.

Neocorteza | Respuesta metabdlica a estimulacion | Mcllwain (1975)

intensa.
Liberacion de neurotransmisores. Potashner. (1978)
Electrofisiologia neuronal. Connors. (1982)
Sintesis proteica. Dunlop. (1975)
Bulbo Identificacion de neurotransmisores. Bradford. (1976)
Olfatorio Bower. (1984)
Estriado Liberacion de neurotransmisores vy | Milner y Wurtman. (1984)
metabolismo.

Tabla 5. Usos de rebanadas de cerebro de diferentes regiones. Fendmeno seleccionado estudiado
con rebanadas de cerebro. (41)
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Los estudios del comportamiento neuronal en el cerebro, realizados en rebanadas

reflejan respuestas electrofisiologicas y farmacologicas similares a las del SN intacto. La
gran calidad en la preparacion del tejido es importante para optimizar la viabilidad de la
rebanada. Se debe de estar familiarizado con la anatomia externa del cerebro para una
rapida localizacién de la regién de interés. (49)

Variacion en el espesor de las rebanadas de cerebro.

Hay una extensa variacidn de preparacion de rebanadas que han sido descubiertas
para registros “In Vitro”. Aunque las rebanas “gruesas” (500um) son frecuentemente
usadas, recientemente se implementé el uso de rebanadas “delgadas” (150-350 um) ya
que permiten una guia visual de los registros. Cada preparacion tiene sus ventajas y sus
desventajas, cada una debe ser usada de acuerdo al contexto de interés. (49)

e Preparacion de rebanada “gruesa’. Este tipo de preparaciones han sido

ampliamente usadas para responder preguntas que requieren estimulacién eléctrica
para determinar rutas de entrada, analisis de actividad de redes neuronales o
manipulaciones farmacoldgicas. Muchas conexiones locales de neuronas pueden
ser mantenidas con éste tipo de preparacion. Por lo tanto este tipo de rebanadas
son utilizadas para examinar propiedades intrinsecas de la membrana y efectos de
farmacos en células relativamente intactas y para estudiar circuitos sinapticos
locales. (49)

e Preparacion de rebanada “delgada”. Este tipo de preparacion permite a las
neuronas ser visualizadas en una gran magnificacion mediante el uso de un
microscopio en la técnica de registro Patch-Clamp. Estas rebanadas son hechas
practicamente de animales muy jovenes (4 semanas de edad). El objetivo del

microscopio ocupa bastante area de trabajo de la rebanada, por lo que limita el
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numero de electrodos que pueden ser facilmente usados en un experimento. La

salud de las células usualmente es muy buena, aunque su calidad va mejorando en

la profundidad de la rebanada. La rebanada “delgada” puede ser usada en estudios

de las propiedades intrinsecas de la membrana de las neuronas y en las técnicas

donde se realizan parches para realizar los experimentos. Recientes avances

sefalan el uso de microscopia infrarroja como una técnica de visualizacion que

permite explorar la profundidad de la rebanada y ha incrementado el uso de éste

tipo de preparacion. (49)

En la siguiente tabla (Tabla 6) (4) se muestra el tipo de preparacion utilizada de acuerdo a

la técnica empleada, los usos y consideraciones practicas.

Técnica Preparacién Usos Consideraciones
practicas
Whole-cell patch Rebanada gruesa Propiedades Conjunto de
intrinsecas, analisis | neuronas
(500uM) sinaptico, estudios | compactas, se
farmacoldgicos. preservan varias
conexiones locales
de neuronas.
Whole-cell patch Rebanada delgada Propiedades Conjunto de
intrinsecas, analisis | neuronas difusas,
(150-350uM) sinaptico, estudios | aprovechada por ser

farmacologicos y de
canales ionicos.

una guia visual.

Intracelular Rebanada gruesa Potencial evocado | Gran conjunto de
endogenamente, neuronas
propiedades compactas.

(500uM) intrinsecas, estudios
farmacoldgicos.

Intracelular Rebanada delgada | No se emplea

(150-350uM)

Tabla 6. Seleccién de preparacion de rebanadas de cerebro. (4)
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2.2.2 Edad v especie de animales utilizados.

En general, los roedores son los animales de eleccion para la preparacion de
rebanadas de cerebro, las ratas y los cobayos son los animales mas indicados para éste
tipo de estudios. (43) En algunos casos, las edades son elegidas deliberadamente para
estudios en particular. En general, los cerebros de animales jovenes tienen una mayor
facilidad en el momento de la diseccion, y las rebanadas sobreviven mejor que las
rebanadas de animales adultos. (30)

2.2.3 Pre-tratamiento del animal.

Hay investigadores que tratan al animal antes de remover el cerebro, ya que reduce
el dafo a la rebanada causado por la decapitacidon y la diseccion del cerebro. Esto ha sido
recientemente descubierto y esta siendo muy popular a pesar de los inconvenientes que
puede plantear. Hay dos importantes tratamientos: el primero usa una perfusion
transcardial de modo que el cerebro queda libre de sangre cuando ocurre la decapitacion;
el otro tratamiento es el uso de un anestésico como el éter o el pentobarbital. (30).

2.2.4 Métodos para la obtencién de rebanadas.

Aqui se pueden tener dos variables. La primera de ellas es decidir si se mantiene o
no la region de interés dentro del bloque cerebral antes de hacer las rebanas, o bien aislar
primero la region de interés y después rebanarla. La segunda variable es el equipo usado
para rebanar. Hay cuatro equipos utilizados actualmente para éste propdsito: Vibratome,
Vibroslice, Mcllwain/Stoelting chooper y la rebanadora Farghhar. El Vibratome es el mas
dificil de usar y requiere de mayor tiempo, aunque es el que mas se usa ya que suele ser
el mas gentil con el tejido. En algunos casos se llegan a hacer las rebanadas

manualmente. (49).
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Cada meétodo tiene sus ventajas y desventajas y el investigador debe determinar el

método mas apropiado para su experimento.

Preparacion de rebanadas de animales jovenes.

Para algunas técnicas, se prefiere le uso de rebanadas de cerebro, procedentes de
animales jévenes (2-4 semanas de edad), por dos razones: La primera es que el tejido de
animales jovenes es mas resistente al traumatismo en el que se ve sometido al momento
de hacer la preparacion en comparacion con el tejido adulto. Ademas, de que no se
aumenta el margen de error en cada paso de preparacion de rebanadas procedentes de
este tipo de animales. La segunda es que es mas facil observar células individuales, quiza
porque la mielinizacion no esta completa en ratas jovenes. El uso de éste tipo de tejido
permite una mejor visualizacion de las células, y por ejemplo en el caso de la técnica patch
clamp, permite hacer y colocar el parche a una mayor profundidad, en el caso de querer
colocarlo en el soma, la dendrita, o el axén de la neurona de interés, antes de la
decapitacion, la rata es anestesiada usualmente con un anestésico volatil como halotano o
isoflurano, los anestésicos volatiles son preferentemente usados en vez de los anestésicos
inyectables como el pentobarbital, ya que este tipo forman una capa difusa alrededor del
tejido cerebral alterando la funcion neuronal. La consistencia es una de las reglas mas
importantes al momento de querer obtener rebanadas saludables, ésta no solo es vital
para encontrar un conjunto de parametros o procedimientos que funcionen bien, sino que
también lo es para reducir la variabilidad entre experimentos. Dia a dia la variabilidad en la
preparacion de rebanadas resulta en una variabilidad en la calidad de los datos
registrados. Por lo que para mantener la consistencia y evitar tanta variabilidad entre los
datos obtenidos se necesitan controlar una serie de variables tales como: (1) el tiempo en

el que es removido el cerebro del animal y es puesto en una camara con liquido
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cefalorraquideo artificial (LCRA) oxigenado, (2) el tiempo en que cada hemisferio es

puesto en el equipo para hacer las rebanadas, (3) el tiempo en el que se obtiene la
primera rebanada viable, (4) el tiempo cuando la ultima rebanada es obtenida, (5) el
numero de rebanadas y (6) el grosor de las rebanadas. Es recomendable obtener el
cerebro en un tiempo estimado de 30-45 segundos, los pasos para obtener el cerebro son
los siguientes: el craneo se corta con un par de tijeras pequefas, a lo largo de la linea
media de éste, la piamadre, duramadre y el aracnoides se eliminan con tijeras para corte
fino, después se levanta suavemente el cerebro de la cavidad craneal, cortando
cuidadosamente los nervios craneales. (33)

Preparacion de rebanadas de animales adultos.

La preparacion de rebanadas de cerebro de animales adultos requiere especial
atencion a los pequefnos detalles con respecto a las soluciones y a la diseccion, una
dificultad evidente es que el craneo de los animales adultos es mucho mas grueso y puede
ser mucho mas dificil de quitar, y al hacerlo se pueden generan astillas de craneo lo cual
puede afectar la viabilidad de la rebanada, aunado con que el cerebro de un animal adulto
es menos resistente, incluso un sutil error en cualquiera de las fases del proceso de
disecciéon puede afectar dramaticamente la capacidad de obtener una alta calidad en los
registros de neuronas sanas.(33)

Sin embargo, el tiempo de vida de las rebanadas es corto, por lo que se han establecido
meétodos de preparacion de rebanadas para lograr un mayor tiempo de vida. Por lo que se
ha implementado recientemente la técnica llamada “organotypic slice cultures” que
inicialmente se adoptd para determinar que propiedades del tejido podrian ser usadas
para poder preservarlo, y si ese era el caso, el tejido podria comportarse como una

preparacion “fresca”. Los requerimientos para utilizar ésta técnica son muy basicos:
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mantenimiento estéril a una temperatura estable de 30°C, el tejido tiene que estar puesto

en un sustrato, con un medio de crecimiento y oxigenacién suficiente, las demandas de
formulaciéon del medio son realmente modestas y varias composiciones dan buenos
resultados. Muchos investigadores trabajan con medios que contienen 25% de suero de
caballo, 50% de medio sintético como medio basal o medio minimo esencial, y 25% de
solucion de sales balanceadas y enriquecidas con glucosa a una concentracion de 5.6
mM. (13)

El paso inicial de la preparacion de las rebanadas es muy similar a los otros
meétodos, después de remover el tejido es cortado en rebanadas de un grosor de 100-
400um para después lavarlas con soluciones de sales para permitir que los tejidos
eliminen sustancias toxicas como aminoacidos excitadores (acido glutamico y acido
aspartico). El siguiente paso implica colocar las rebanadas en un medio para cultivo por
tiempos prolongados, después el tejido es colocado en un tubo con una matriz de plasma
o de colageno sometiéndose a una rotacion continua, la oxigenacion en ésta etapa esta
garantizada gracias a que la rotacién permite un cambio de oxigeno en la interfaz liquido-
gas,(13) ésta técnica fue introducida por Hogue en 1947.(47) En una variante de ésta
técnica, las rebanadas son puestas en una interfase de aire-medio con una membrana
semiporosa, ésta técnica fue introducida por Yamamoto en 1989, y puesta en gran
practica por Stoppini en 1991, donde en su estudio concluyé que este tipo de técnica
facilita el estudio de conectividad sinaptica y plasticidad observada en el hipocampo.(41),
(47) Oftra variante mas, es cuando el tejido es puesto en platos de plastico recubiertos de
colageno o en una caja Petri que tiene un fondo permeable al gas incrustado en tres capas
de colageno que adoptan medidas especiales para facilitar la oxigenacion. (Fig. 7.) (13)

Este tipo de técnicas mantiene la citoarquitectura de la célula, lo que permite la
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visualizacion de la diferenciacion celular, la principal diferencia de éste tipo de técnicas es

el espesor final de la rebanada y su tiempo de vida, independientemente de que el
espesor del tejido depende del origen anatomico de los tejidos y la edad del animal usado.
Este tipo de técnicas resultan utiles ya que ofrecen una amplia perspectiva a las
necesidades del investigador, en donde se pueden obtener tejidos para aquellos
experimentos que requieren acceso optico a las neuronas para observar individualmente
células nerviosas, secciones de tejido para estudios morfologicos ¢ para estudios
bioquimicos que requieren grandes cantidades de tejido. También, éstas técnicas se
adaptan bien a estudios a corto plazo y tienen ventajas en experimentos en donde se
implantan electrodos de estimulacion crénica 6 electrodos de registro. (13)

A B C

Medio

]

membrana semiporosa .
medio

T ] e

i

cubre ohjetos de vidrio medm caja Petri

Fig. 7. Técnica de preparacion de rebanadas de cerebro. A) Las rebanadas son puestas en el tubo, en
una matriz de plasma sobre un cubre objetos de vidrio, sometido a lisis durante la primer semana,
debido a la liberacion de sustancias proteoliticas provenientes del tejido. Durante la lenta rotacién
(diez revoluciones por hora) el tejido esta cubierto por medio durante la mitad del ciclo, lo que resulta
en una continua alternacién de alimentacién y aireacién. B) En la interfase el tejido es puesto sobre
una membrana semiporosa, en la parte inferior se encuentra el medio, donde la mitad del tejido esta
inmerso en éste y la otra tiene libre acceso al oxigeno, C) Los tejidos cultivados en cajas Petri se
colocan ya sea directamente sobre la capa de colageno 6 incrustados en las capas, dado que la
oxigenacion es limitada los tejidos se cultivan por pocos dias 0 bien se preparan rebanadas muy
delgadas. (13)
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PREPARACION DE SOLUCIONES.

2.2.5 Solucién de pre-incubacion.

La preparacién de las rebanadas produce un significante dafio como resultado de la
combinacion de isquemia antes del rebanado y trauma durante el rebanado, ambos son
inevitables usando ésta técnica.

Las soluciones dentro de las cuales el cerebro es aislado y donde las rebanadas
son inicialmente puestas estan hechas de diferentes composiciones. En algunos casos,
estos son los mismos buffers usados a lo largo del experimento, pero en otros casos, son
buffers especiales de pre-incubacién disenados para prevenir el dano a la rebanada que
ocurre durante éste periodo. Son dos los buffers mas usados en éste paso: el que tiene
NaCl y sacarosa, y el buffer disefiado para prevenir la toxicidad del Calcio (Ca**). Otro
buffer de pre-incubacion es el que incluye grandes cantidades de dextran, adicionado para
incrementar la presién osmatica coloidal. (38).

2.2.6 Soluciones para la incubacion.

Aqui se usan las soluciones llamadas Liquido Cefaloraquideo Artificial (LCRA) 6
también comUnmente llamadas Ringer. La concentracion de Ca®* es el parametro que mas
varia, en un rango de 0.5-2.5 mM. Sin embargo, algunos investigadores también recurren
al dextran y otros antioxidantes en el buffer. Se incluye en éstas soluciones una
combinacion de 95% O,/ 5% CO, con el objetivo de satisfacer la demanda de oxigeno por
parte de las células. Acerca de éstas soluciones se han realizado diversos estudios que
evaluan la viabilidad de la rebanada, la neuroproteccion de la rebanada, comparando las
cinco soluciones mas usadas en ésta seccion (Tabla 7), donde demuestran que las
soluciones con gran osmolaridad, con una concentracion baja o nula de Ca?*, y acido

kinurénico son neuroprotectivas durante la preparacion y la incubacion de la rebanada,
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dilucidando el posible mecanismo de neuroproteccién mediado por el bloqueo del edema

citotdxico influenciado por el Ca®* durante el rebanado. (38)

Solucion 1 Solucion 2 Solucién 3 Solucion 4 Solucién 5

mM mM mM mM mM

NaCl 124 124 124 124 124
KCI 3 3 3 3 3
MgCl 2 2 2 2 20

NaH,PO4 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
NaH,COs 26 26 26 26 26
Dextrosa 10 10 10 10 10

Sacarosa - 200 - 200 200

CaCl, 2 2 0 0 0.5
Acido - - 1 1 1

Kinurénico

Tabla 7. Soluciones usadas para la preparacién e incubacion de las rebanadas. (38)

2.2.7 Temperaturas de incubacion

Hay una variacion de temperaturas que pueden ser usadas, desde temperaturas de
21-23°C a rangos intermedios de temperaturas fisioldgicas (36°C). Esta es una de las
areas mas controversiales por la dificultad del balance entre la viabilidad y la facilidad de la
experimentacion, las cuales son Optimas a bajas temperaturas, y las propiedades

fisiologicas reales, las cuales probablemente son éptimas a 35-36°C.(49).
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Caracteristicas de neuronas muertas o no saludables y caracteristicas de neuronas

saludables.

Numerosas neuronas muertas estan siempre presentes en los primeros 25um
debajo de la superficie del cerebro, éstas suelen tener una caracteristica apariencia
hinchada, en muchos casos todo lo que se puede discernir es un gran nucleo y un
predominante nucleolo, con el tiempo éstas células muertas suelen volverse “invisibles”.
Las neuronas que no suelen estar saludables, se diferencian de las muertas porque
todavia se pueden distinguir sus estructuras dendriticas. En cambio en las neuronas
saludables no es visible el nucleo, mientras que la membrana de la célula se distingue lisa

y brillante. (33).

2.3 TECNICAS DE REGISTRO.

2.3.1 Reqistro intracelular.

La técnica de registro intracelular involucra medicion de voltaje (V) y/o corriente a
través de la membrana celular, se utiliza cuando se requiere obtener informacién acerca
del funcionamiento de neuronas individuales y las propiedades de la membrana, el
significado funcional de las neuronas es examinado con técnicas intracelulares estudiando
la respuesta de las neuronas durante la estimulacion sensorial.(27)

Los aparatos para el registro intracelular son los amplificadores, osciloscopios,

amplificador de audio, estimuladores y micromanipuladores. (Fig. 8 y 9) (27)
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Fig. 8. Aparatos usados en el registro intracelular. (A) Microscopio utilizado como camara de registro.
(B) Fotografia de instrumentos electronicos utilizados en el registro intracelular, de arriba hacia
abajo: amplificador, fuente de poder. En el panel derecho se encuentran; osciloscopio analogo,

osciloscopio digital, y un estimulador. (27)
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Fig. 9. Fotografia de una camara de registro de rebanadas de cerebro. (27)

Hay muchas técnicas de registro intracelular y éstas son:

2.3.2 Técnica de Reqistro Current Clamp (o control de corriente).

“Mediciones del cambio del potencial de membrana cuando se inyecta una corriente
constante dentro de la célula a través de un electrodo de registro”. (18)
Tradicionalmente, el registro que se hace para medir cambios en el potencial de
membrana de una neurona es el registro intracelular. Los cambios en el V que yacen en la
excitabilidad neuronal como potenciales de accion, post-potenciales y post-potenciales
sinapticos pueden determinarse con técnicas intracelulares. Los cambios en el voltaje de

la membrana asociados con estos eventos son estudiados con la técnica current clamp,
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donde el investigador aplica una cantidad de corriente conocida y la medicion en los

cambios del potencial de membrana (y la forma de la onda) es en respuesta a ésta
corriente. Los cambios en el potencial de membrana pueden ser generados por corrientes
intrinsecas y extrinsecas. Las corrientes extrinsecas son corrientes de conocida amplitud y
duracion, aplicadas por el experimentador con ayuda de un electrodo intracelular con el fin
de imitar las corrientes producidas por las aportaciones sinapticas. Current clamp significa
que la corriente aplicada a través del electrodo intracelular va sujeta a un valor constante
que propone el experimentador. Esto no significa que la corriente que fluye a través de la
membrana es fijada en un valor constante. (16)

Reqistro del potencial de membrana.

Un electrodo intracelular (o una pipeta que parcha) es conectado a la unidad
amplificadora que es una entrada de voltaje que registra el V que pasa a través de la
punta de la pipeta. (16)

Inyeccién de corriente a través del electrodo intracelular.

El circuito de inyeccidon de corriente es conectado a un nodo de entrada, la corriente
es pasada a través del electrodo dentro de la célula. Cuando el electrodo de registro es
llenado con KCI, una corriente que expresa iones K* dentro de la célula despolariza la
membrana, por otro lado una corriente que expresa iones CI” dentro del interior de la célula
hiperpolariza la membrana. (16)

La fuente de corriente también puede ser usada para inyectar pulsos de corriente

de corta duracion. (16)
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Medicién del potencial de membrana cuando la corriente es pasada a través del electrodo.

La corriente inyectada provoca una caida del V a través de la resistencia de la

pipeta. Por lo cual es dificil separar el potencial que se encuentra en la punta del electrodo
del potencial total. En éste caso se utiliza un circuito de compensacién que elimina la
medicion del potencial que se encuentra en la pipeta.
Usualmente, se desea que los valores de potencial de membrana sean dados por una
inyeccion de corriente via el electrodo de registro y que sean controlados manualmente
por una corriente forzosamente necesaria para mantener un potencial constante, sin
embargo ésta técnica esta asociada a algunas desventajas, por lo que fue creada una
modificacion:

0 Un electrodo de corriente sencillo y un amplificador de voltaje fueron modificados
para compensar cambios pequenos en el potencial de membrana sin afectar las
respuestas del voltaje. Basicamente se incorporé al circuito de retroalimentacion de
V, filtros que amplificaron la respuesta y permitieron la inyeccion de pulsos de
corriente dentro de las células. Asi durante el registro son controlados los
potenciales de membrana, con lo que es posible monitorear la resistencia de la
célula ¢ la relacién de corriente/voltaje. (50).

Esta nueva técnica de registro ha sido designada como “voltaje-clamp-controlled
current clamp” (VCcCC) y su rendimiento fue probado realizando registros intracelulares
usando neuronas neocorticales “In Vitro” usando microelectrodos convencionales o
electrodos de control en parche. Esta técnica se llevo a cabo utilizando un electrodo
discontinuo y un amplificador, éste es modificado de tal forma que los cambios lentos en el
potencial de membrana son compensados por el moédulo voltage-clamp sin afectar las

respuestas mas rapidas como los potenciales de campo o potenciales sinapticos. La
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inyeccion de corriente fue posible hacerla gracias a la combinacion del modulo voltage-

clamp con el amplificador. (50)

Se modificé un electrodo sencillo en el amplificador voltage-clamp basado en la
inyeccion de corriente discontinua. El disefio electronico de un sistema de tiempo
compartido puede ser facilmente alterado por la incorporacion de un filtro que es
seleccionable por medio de constantes de tiempo en el circuito de retroalimentacion de
voltage-clamp. Esta modificacion permite la medicidn de los potenciales por medio de la
técnica current-clamp y éstos pueden ser controlados con una precision comparable a los
registros realizados en el modo normal de voltage-clamp. De esto se infiere que los
protocolos usados para la metodologia current-clamp pueden ser utilizados cuando los
registros sean realizados por medio de la técnica VCcCC. Ademas, los resultados
obtenidos por medio de los registros VCcCC pueden ser controlados mediante el uso de
métodos estandares (por ejemplo los registros en modo puente). (50)

Es importante tomar algunas precauciones antes de realizar ésta técnica:

o Cuando se utiliza una alta resistencia para registros en microelectrodos
intracelulares, los electrodos deben ser elegidos cuidadosamente de acuerdo a los
criterios del material. La polarizacion y la rectificacion de los electrodos no permite
la sintonizacion precisa en el modo normal voltage-clamp. El ajuste exacto del
amplificador en el modo voltage-clamp es obligatorio para la aplicacion de la técnica
VCcCC.

0 Durante el registro patch-clamp el electrodo no debe mostrar diferencias

significativas de voltaje.
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2.3.3 Técnica de registro Voltage Clamp (o control de voltaje).

“Medicion de la corriente idnica a través de la membrana celular cuando el potencial
de membrana es puesto a un valor constante”. (18)

El concepto voltage-clamp fue introducido por Kenneth Cole y George Marmount en
1940 quienes descubrieron que con ayuda de dos electrodos y un circuito de
retroalimentacion, se coloca el potencial de membrana celular a la medida que el
experimentador desee; mas tarde en 1952 Alan Hodgkin y Andrew Huxley continuaron con
éstos experimentos para poder dilucidar el impacto del flujo i6bnico que cruzaba la
membrana. (25) La técnica voltage-clamp es un método para registrar la corriente que
fluye a través de la membrana celular donde el potencial de membrana es mantenido
como un valor constante por el experimentador. En contraste con la técnica de current
clamp, voltage clamp no imita un proceso encontrado naturalmente. Sin embargo existen
varias razones para realizar éste tipo de técnica:

o Cuando se estudian los canales regulados por voltage, la técnica voltage clamp
permite controlar la variable voltage la cual determina si los canales se abren o se
cierran.

o0 En contraste el potencial de membrana se mantiene constante, por lo cual el
experimentador esta seguro de que la corriente que fluye a través de la membrana
es linealmente proporcional a la conductancia g (g= 1/R). Por ejemplo, la
conductancia gna del numero total (N) de canales de Na regulados por V presentes
en la membrana, los canales regulados por V del K* y Ca®" son bloqueados por
agentes farmacoldgicos y la corriente que pasa a través de la membrana registrada

con la técnica voltaje clamp, es proporcional a gna.(16)
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Hay una variedad de métodos de voltage-clamp, la eleccién del método depende del

tamafo y la forma de la preparacién que se investigue. En general todos los métodos
tienen un amplificador de retroalimentacion que recibe una senal de V del electrodo de
registro (E’) y compara esto con un comando de potencial. La diferencia entre estas
sefales se amplifica y se aplica a la membrana como una corriente a través de un
electrodo (l), la corriente (I) puede ser registrada como un V a través de un resistor en
serie con un electrodo de corriente, 6 a través de una resistencia de solucion externa. (15)
A continuacion se describen los métodos de voltage-clamp.

2.3.4 Métodos de cable axial. (Axial wire methods).

Estos métodos son aplicables a las grandes preparaciones como axones de los
calamares gigantes, las larvas y fibras musculares de la Myxicola gigante. EI V interno y la
corriente de los electrodos estan formados por alambres insertados longitudinalmente en
el centro de la preparacidon, aunque a veces una medicion del potencial de membrana es
hecha con un microelectrodo. EI método ofrece una pinza muy rapida de acceso a la
resistencia y es combinado con un método de control de la solucion interna de la
perfusion. (15)

2.3.5 Métodos Gap. (Gap methods).

El método se utiliza por ejemplo para axones mielinizados, y fibras musculares de
vertebrados. La preparacion corre a lo largo de una serie de piscinas con solucidn
separadas por aire, de sacarosa o de vaselina de alta resistencia eléctrica. Al final las
piscinas suelen contener solucién intracelular. Estas permiten la medicion del potencial de

membrana y la liberacion de corriente. (15)
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2.3.6 Pinzas con microelectrodos. (Microelectrode clamps)

En éstas técnicas se utilizan microelectrodos tanto para medir el potencial de
membrana como para dar corriente. El método puede ser utilizado para suprimir el espacio
entre las células cuando estas son esféricas o en forma de cilindros. Un caso especial de
ésta técnica es el electrodo de tres pinzas que fue desarrollado para su uso en los
extremos de las fibras musculares. Por otro lado, dos electrodos con pinzas pueden
insertarse en células grandes ya que estas toleran bien dos electrodos intracelulares. Las
células demasiado pequefias pueden ser demasiado fragiles para permitir la insercion de
dos electrodos sin causar dafos, éste tipo de métodos se han aplicado para estudiar las
conductancias cinéticas de la membrana en el centro de las neuronas, y para analizar mas
rapidamente las corrientes sinapticas en el SNC. (15)

2.3.7 Técnica de reqistro Patch Clamp (6 control en parche).

“‘Mediciones de voltaje o corriente a través de canales ionicos usando una
micropipeta”. (18)

Esta técnica fue introducida por Erwin Neher y Bert Sakmann a mediados de los
70’s, facilitando los registros de las corrientes que pasan a través de los canales idnicos
en las células vivas, dando promocion a la capacidad de estudiar la funcién de la
membrana excitable de células como las neuronas. A principio de la década de 1980 la
técnica evolucion6 para permitir el registro de las corrientes transmitidas a través de los
canales ionicos de toda la membrana a través de un pequeio parche en la membrana con
ayuda de una succion generada en la punta de una pipeta por una suave presion negativa.
(42)

La técnica patch clamp es una variacion de la técnica voltage clamp. Esta técnica

se basa en una idea muy simple. Se utiliza una pipeta de vidrio con un orificio muy
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pequefo para lograr un contacto estrecho con un area muy pequefia, o parche, de la

membrana celular. Después de succionar con suavidad a traves de la pipeta, la conexion
entre la pipeta y la membrana se torna tan fuerte que ningun i6n puede pasarse entre
ambos. (Fig. 10) De éste modo todos los iones que pasan cuando se abre un unico canal
ionico deben ingresar a la pipeta. La corriente eléctrica resultante, aunque pequefia, puede
ser medida con un amplificador electrénico ultrasensible conectado a la pipeta. Sobre la
base de las caracteristicas geométricas de la zona implicada, ésta disposicion por lo
general se denomina método en control de parche con fijacion a la célula. Como sucede
con el método convencional de control de V, el método de control en parche permite el
registro experimental del potencial de membrana para caracterizar la dependencia de
voltaje de las corrientes de la membrana. Si bien la capacidad para registrar las corrientes
que fluyen a través de canales idnicos es una ventaja importante del método de control en
parche con fijacion a la célula. Se ha observado que algunas modificaciones técnicas
menores ofrecen muchas ventajas, Por ejemplo, si se secciona el parche de la membrana
en el interior de la pipeta y el citoplasma de la célula. Esta preparacion permite efectuar
mediciones de potenciales eléctricos y corrientes desde toda la célula y se denomina
método de célula completa. La preparacion de célula completa también permite el
intercambio por difusion entre la pipeta y el citoplasma lo que produce una forma util de

inyectar sustancias en el interior de la célula. (42)
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Fig. 10. Técnica Patch-Clamp. El contacto estrecho entre la pipeta'y la membrana solo permite que
pasen los iones a través de la pipeta, y después por los canales iénicos. (42)

Otras dos variantes del método de control en parche se originan en el hallazgo de
que una vez formado un sello ajustado entre la membrana y la pipeta de vidrio, pequefos
trozos de membrana pueden ser separados de la célula sin interrumpir el sello, esto
proporciona una preparacion que esta libre de las complicaciones implicadas con la
manipulacion del resto de la célula. Si se separa simplemente la pipeta que se utiliza en la

preparacion con fijacion a la célula, se produce una pequefa vesicula de membrana que
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queda fijada a la pipeta. Al exponer la punta de la pipeta al aire, la vesicula se abre para

dar un pequefio parche de membrana con exposicion al exterior, de la que previamente
era su superficie intracelular. Esta disposicion, denominada preparacion con el interior del
parche hacia fuera (whole-cell patch-clamp), (Fig. 11) permite la medicion de las corrientes
de canal unico con el beneficio agregado de hacer posible el cambio del medio al cual esta
expuesta la superficie intracelular. Por lo tanto, la preparacion con el interior hacia afuera
es particularmente util cuando se estudia la influencia de los reguladores intracelulares
sobre la funcién de los canales idnicos. (36)

Como alternativa, si se prepara la pipeta mientras se encuentra en la preparacion
de célula completa, se produce un parche de membrana que tiene su superficie
extracelular expuesta. Esta disposicion, denominada preparacion con el exterior hacia
afuera, (Fig. 12) es 6ptima para estudiar como la actividad de los canales es influida por
las sefales extracelulares, como los neurotransmisores. Esta gama de configuraciones
posibles convierte el método de control en parche en una técnica asombrosamente versatil

para los estudios de la funcion de los canales iénicos. (36)
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Fig. 11. Técnica Whole-cell Patch-Clamp. El acceso fisico y eléctrico a la célula se obtiene por la
formacion de una vesicula con su posterior ruptura abriendo asila membrana. (42)
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Fig. 12. Técnica Patch-Clamp en sus diferentes configuraciones. (7)
Algunas aplicaciones de la técnica de Patch-clamp es el estudio de las propiedades

de los canales idnicos y la descarga neural. (28)

50



Generalidades
e —————,—————
La gran ventaja de la técnica Patch-Clamp en la fisiologia celular es que se realiza

un analisis real y sensible de la actividad eléctrica de la membrana celular a un nivel

molecular. (9)

2.3.8 Técnica de registro con electrodo sharp.

“Se realizan mediciones del potencial dentro de la membrana celular usando un electrodo

sharp el cual es una micropipeta de vidrio con un pequefo poro”. (18)

2.4 Reqgistro extracelular.

Los registros extracelulares involucran mediciones fuera de la célula, incluyen
registros de células y fibras nerviosas; (44) son hechos para obtener informaciéon acerca
de la actividad de neuronas sencillas (unidad unica de registro), la actividad de muchas
células simultaneamente (unidad multiple de registro), o la actividad sincrénica de muchas
células al mismo tiempo (potenciales de campo). Los registros extracelulares tienen
grandes ventajas sobre las técnicas intracelulares que resulta ser una técnica con mayor
dificultad de ejecutarse y una menor estabilidad. Por otro lado, la principal desventaja de la
unidad unica de registro es que solo pueden ser estudiadas aquellas neuronas que
presenten un potencial de accion, y por lo tanto los registros extracelulares son
obviamente menos usados en el estudio de aquellas células que son “silenciosas” la

mayor parte del tiempo (células que no presentan potenciales de accién).(49)
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La unidad multiple de registro es aplicada comunmente cuando la cuestion de

interés involucra una poblacion de neuronas, éste tipo de registro se enfoca en la actividad
de multiples neuronas simultaneamente y puede ser usado para describir las influencias
inhibidoras y excitadoras en una poblacién de neuronas. Las mediciones del potencial de
campo revela la actividad de muchas neuronas al mismo tiempo (actividad sincronica). El
potencial de campo presenta una mejor resolucion en aquellas estructuras como células
laminares, paquetes de gran densidad y el hipocampo. Como con todas las técnicas
extracelulares, el potencial de membrana no puede ser medido con registros de campo. A
pesar de las limitaciones que dan los registros extracelulares, estas son muy usados para
examinar los comportamientos de “fuego” y para determinar la viabilidad de la rebanada.
Existen algunas técnicas de registro extracelular, las cuales son:

2.4.1 Unidad Unica de reqistro.(Single-unit recording)

“Registra la actividad eléctrica de una sola neurona con una pequefa punta del electrodo”.
(18)

Desde su perfeccionamiento en los afnos 50’s el método de la unidad unica de
registro se ha utilizado para obtener una riqueza de datos sobre las estructuras del SNC.
Los microelectrodos en registros extracelulares han sido utilizados para asignar el posible
desempeno de las neuronas con el fin de responder a preguntas fundamentales como la
excitabilidad de las dendritas del SNC, y mas recientemente se han utilizado para dilucidar
el comportamiento de los patrones del SNC y extrapolarlo al comportamiento del
organismo en su conjunto y como una técnica de rastreo de patrones de conectividad
dentro del SNC. Sin embargo, el método de unidad unica de registro es la técnica de

eleccidon para el estudio de las respuestas de las neuronas sensoriales a estimulos y su
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comportamiento relacionado con los disparos en momentos de alerta asi como en

situaciones de movimiento. (24)

2.4.2 Unidad multiple de registro. (Multi-unit recording)

“‘Registra la actividad eléctrica generada por varias neuronas”. (18) La frase “multi-
unit recording” se ha utilizado para la medicion de la actividad neuronal en una variedad de
escalas, que abarca tanto un promedio de mediciones de actividad de muchos miles (a
veces millones de neuronas asi como la medicion de los potenciales de accién. Las
mediciones pueden ser eléctricas (corriente o potencial), magnéticos, opticos (utilizando
tintes sensibles al V). (20).

2.4.3 Potenciales de campo.

“‘Registra el potencial de campo que es generado por la actividad de muchas
células”. (18)

2.4.4 Amperometria.

“‘Registro de los cambios en la composicion quimica de los componentes oxidados
de una muestra bioldgica utilizando un electrodo de carbono. (18)
Por otro lado, necesitamos saber que tipo de caracteristicas deben tener los electrodos
gue se usan tanto para registros intracelulares como extracelulares.
2.5 ELECTRODOS DE METAL.
El uso de microelectrodos de metal para registros de tejido nervioso ha sido muy
generalizado, ya que es uno de los principales instrumentos de los investigadores
interesados en la organizacién del sistema nervioso a nivel celular. (39)
Los electrodos que son utilizados en éste tipo de técnica se pueden agrupar en dos tipos:
electrodos de estimulacion y electrodos de registro. Analizaremos a detalle éstas dos

clasificaciones.
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2.5.1 Requerimientos electrénicos.

2.5.2 Electrodos de estimulacion. La estimulacién eléctrica inicia como una respuesta

funcional por la despolarizacion de la membrana de células excitables. La despolarizacion
es definida como el flujo de corriente i6nica entre dos o mas electrodos, en donde por lo
menos uno de ellos esta cerca del tejido en estudio. En la mayoria de las aplicaciones
neuronales la estimulacion eléctrica se aplica como una serie de pulsos de corriente

bifasica. (Fig.13.) (7)

a Simétrica bifasica b Asimétrica bifasica C Monofasico acoplado aun
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Fig. 13. Formas de onda utilizadas en la estimulacion neuronal. Los parametros varian ampliamente
dependiendo de la aplicaciéon y el tamafio del electrodo. (7)

Cada pulso presenta fases catédicas y anddicas con amplitudes y duraciones que
se traducen en una carga total neta de cero. Una corriente catddica es reducida en el
electrodo de estimulacion con la direccion del flujo de electrones desde el electrodo hacia
el tejido. El anodo indica una corriente oxidante con el flujo de electrones en la direccién
opuesta. Por razones fisioldgicas la fase que mas se utiliza es la catédica, aunque los
pulsos de la fase anddica parecen activar de manera mas eficaz algunos elementos

neurales. El uso de un ligero desequilibrio en la carga entre el anodo y el catodo ha sido
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propuesto como una manera de compensacion para la irreversibilidad en los procesos de

inyeccion de carga. La importancia de una carga equilibrada ha sido propuesta para evitar
dafios a los electrodos y al tejido circundante, el objetivo fundamental de éste equilibrio es
mantener el potencial del electrodo dentro de un rango que no induzca la oxidacion
irreversible y aquellas reacciones que degradan al electrodo y dafan el tejido, o limitar de
algun modo la carga que puede ser entregada en un pulso de estimulacion. En general los
electrodos utilizados en la estimulacion neuronal se pueden dividir en dos categorias:
Macroelectrodos que exhiben un umbral con carga y fase altas y umbrales con densidad
de carga baja, y microelectrodos que presentan el comportamiento opuesto, proporcionan
umbrales de carga y fase bajas y umbrales de alta densidad de carga. Una ventaja
evidente de los microelectrodos es que mejora la selectividad y la resolucion espacial de
las respuestas funcionales. Los macroelectrodos dado que poseen niveles de carga y fase
altos pueden inducir dano tisular. Se debe conocer la contribucién de la fase, la carga y la
densidad de carga en la estimulacion inducida para poder predecir si ésta puede ser
perjudicial para el tejido. (7)

2.5.3 Electrodos de reqistro. La actividad de las neuronas se registra como un potencial

extracelular, o potencial de accion, éstos se registran con microelectrodos implantados
cerca de las neuronas y registrados por una unica unidad de registro, el microelectrodo
GSA (area de superficie geométrica) no debe de ser mayor de aproximadamente 2000-
4000pm?. Se ha utilizado una gran gama de materiales para la fabricacién de electrodos
de registro, éstos incluyen acero inoxidable, tungsteno, platino, aleaciones de platino-iridio,
oxido de iridio, nitruro de titanio y PEDOT (polietilendioxitiofeno). La distancia entre la

neurona y el electrodo, y el tamafio de cada uno siempre afectan la calidad del registro, sin
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embargo, muchos otros factores que incluyen la impedancia del electrodo y el grosor

pueden variar y afectar la calidad del registro. (7)

2.5.4 Mecanismos de inyeccion de carga. Los electrodos son conductores metalicos y las

reacciones que ocurren en la interfase electrodo/tejido son esenciales para mediar la
transmision del flujo de electrones desde el electrodo hacia el tejido. Estas reacciones
pueden ser capacitivas, que involucran la carga y descarga del electrodo, o faradaicas en
donde se limitan a la reduccion u oxidacion de las especies en la superficie del electrodo.
(1)

Hay otras condiciones que se deben contemplar: temperatura y tamario del electrodo.

Temperatura. La conductividad idénica de un electrolito y las constantes de velocidad en
ambas reacciones dependen de la temperatura ademas de que la permeabilidad de los
poros del electrodo también se ve involucrada. (7)

Tamarno del electrodo. La geometria y el area afectan la capacidad de inyeccién de carga,

debido a que la uniformidad en la distribucion de la carga afectan las reacciones que se
llevan a cabo en el electrodo. (7)

Propiedades de los electrodos de metal.

En el caso de los electrodos de carbono es importante distinguir dos clases de
propiedades:
0 Las propiedades que se derivan de la estructura interior y de los efectos de
superficie tales como: la terminacién del electrodo y la modificacion de la superficie.
0 Las propiedades electronicas tales como: la conductividad eléctrica y la dureza.
Acerca de las propiedades eléctricas podemos senalar que la resistividad de los distintos
materiales de carbono utilizados en la electroquimica muestra una amplia gama de

resistividad dependiendo de las condiciones de preparacién. Dado que la resistencia de un
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electrodo de carbono es igual al producto de la resistividad y espesor dividida por el area

de la seccién transversal del material de carbono, se observa que la resistencia es una
funcidn fuertemente asociada a la geometria del mismo. (31)

2.5.5 Fabricacién de electrodos.

Una variedad de materiales pueden ser utilizados para fabricar electrodos. Las
fibras de carbono son a menudo utilizadas debido a su resistencia cuando son expuestos
a tejido bioldgico y son atractivos para su utilizacion debido a su pequefio tamafo. La
adecuada fabricacién de los electrodos es esencial para reducir al minimo las corrientes
residuales. Para preparar un electrodo de carbono (Fig. 14.) se utiliza una sola fibra de
carbono la cual se inserta dentro de un capilar de vidrio, esto se hace mediante una
pequena succion en un extremo del capilar para tirar de la fibra en el otro extremo. El
capilar es entonces colocado en un “extractor” donde el capilar es jalado y cortado a un
diametro ligeramente mas grande que la propia fibra, las puntas se endurecen con “epoxi”

para obtener un sello entre el vidrio y la fibra. (26)
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Fig. 14. Construccion de un electrodo de fibra de carbono. (26)

En éste punto la fibra de carbono sobresale del vidrio por lo cual éste se somete al
“‘pulido” para obtener una superficie eliptica, de un angulo aproximadamente de 25-45°.
Para realizar la conexion eléctrica con la fibra de carbono se inyecta grafito coloidal dentro
del capilar.

Los electrodos de referencia mas comunmente utilizados son los de Ag/AgCl 6 los
electrodos de calomel. (26)

2.5.6 Calibracién del electrodo.

La calibracion de los electrodos proporciona una manera de relacionar la
concentracion de las especies detectadas y determinar el tiempo de respuesta del
electrodo. La calibracion del electrodo antes de realizar el experimento se utiliza para

conocer si el electrodo es apropiado en cuanto a su sensibilidad y tiempo de respuesta; las
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calibraciones deben hacerse con los posibles componentes que pueden interferir asi como

con la sustancia de interés para determinar la selectividad de la medicion. (26)

Se estima que después de la calibracidén, la sensibilidad del electrodo dura
aproximadamente 2.5 h durante su uso en el experimento. Los tiempos de respuesta de
los electrodos aumentaran con el tiempo de exposicion al tejido. (26)

2.5.7 Otro tipo de electrodos.

La dificultad experimental que representa el registro de la actividad de varias
neuronas simultaneamente puede ser resuelto si se generan progresos en la comprension
del comportamiento de la red neuronal. Estos progresos en muchas preparaciones
resultan ser dificiles e imposibles, por ejemplo, las técnicas 6pticas que incluyen tintes
sensibles al voltaje muestran una solucion elegante en cuanto a la imagen de grupos de
neuronas, pero sufren deficiencias en el campo de resolucion y en la relacion sefal/ruido.
Disefios extracelulares tales como los multielectrodos de metal fabricados con silicio
pueden tener una buena resolucién temporal, pero su construccion sélo se realiza en dos
dimensiones geométricas. Se ha disenado un dispositivo para realizar éste tipo de
estudios pero en invertebrados (por ejemplo el grillo) dado que este tipo de organismos
tiene menos neuronas que los vertebrados, sin embargo, ofrece un modelo para el estudio

de la codificacion neuronal. (Figs. 15y 16) (46)
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Fig. 15. a) Esquema de fabricacién. Se observa la seccion transversal que esta hecha por puentes
sefialados por las flechas 1y 2. b) pasos de fabricacién. 1: bafio térmico con 6xido de silicio, 2:
Evaporacién y bafio de oro, 3: Aislamiento con nitruro de silicio, 4:interconexién a través del nitruro
de silicio con los lugares de registro. (46)
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Fig. 16. Micrografia 6ptica de la preparacidn. Las flechas blancas y negras representan las
direcciones de estimulacién, mientras que las flechas rojas indican los lugares de registro. (46)
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Los arreglos de multielectrodos planos (pMEAs) presentan una tecnologia actualmente

disponible para registrar simultaneamente multiples neuronas “In Vitro”. La distribucidn de
los pMEASs capta mediante la dinamica espacio-tiempo la actividad neuronal, mientras que
su conductor transparente permite la visualizacidn microscopica de la posicion relativa de
los tejidos con respecto a los electrodos. Estos electrodos pueden ser utilizados para el
registro y la estimulacion proporcionando asi la liberacion de electrodos externos. El bajo
costo de fabricacion de éstos electrodos junto con la adquisicion de un avanzado hardware
para la adquisicion de senales y el almacenamiento de datos, ha llevado a varios grupos
de investigadores a desarrollar sus propios pMEAs, ademas, de que se cuentan con dos
casas comerciales que fabrican éste tipo de electrodos como el MEAGO de la compafiia
alemana Reutlingen, y el modelo MED64 de la compaiia estadounidense Panasonic. Las
ventajas que ofrecen los pMEAs mas tradicionales como los de fibra de vidrio o los de
alambre esta limitados al disefio y a la adquisicion de datos, estas limitaciones crean una
desventaja en la resolucion espacial del muestreo y la cobertura del area, por lo que para
resolver éstas desventajas se han desarrollado pMEAs (Fig. 17.) que pueden tener una
alta densidad de carga, éstos electrodos estan puestos sobre un sustrato de vidrio con un

aislamiento de nitruro de silicio y revestido con oro. (14)
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Fig. 17. Electrodo PMEAs A) microfotografia de una rebanada de hipocampo con un electrodo cMEA
colocado en las células piramidales para ilustrar el alcance espacial de las células y los electrodos.

B) Ampliacién del electrodo en la region CA1 y su respuesta con 50 electrodos marcados en rojo.
(14)
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2.5.8 Electrodos de penetracion.

Multielectrodos (microelectrodos) lineales 2-D y 3-D.

“‘Los multielectrodos lineares” estan referidos a arreglos en una dimension montados
en/sobre una aguja o incorporados a una superficie de vidrio o silicon. La aguja es un eje
hueco de metal en el que se hace una perforacion lateral por donde pasan los cables.

(Fig. 18.) (40)

Fig. 18. Multi-arreglo de 12 electrodos lineales 1-D. El disefio lineal permite la insercién de éste
electrodo sobre un tejido. (40)
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Arreglos en 2-D consisten de electrodos puestos en el mismo plano, ordenados

como un conjunto de cables (Fig. 19.) (40) Cuando la matriz esta compuesta por
electrodos de diferentes longitudes de tal manera que sus puntas ya no estan en el mismo
plano entonces éstas estructuras se les llama 3-D, porque la penetracion de esas
estructuras ofrecen una mejor selectividad de espacio (Fig. 20.) (40) (son los electrodos

conocidos como MEAs) (Fig. 21.). (19)
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Fig. 19. Microfotografia de una matriz de 24 electrodos de alambre. (40)
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Fig. 20. Arreglo de electrodos en 3-D. (40)

L e R

Fig. 21. Arreglo de multielectrodos (MEAs) modelo MEAGO 200 3-D. (19)
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3. JUSTIFICACION.

Esta técnica se empez6 a estudiar en el afio de 1920, se puede decir que es una
técnica que ha tenido varias modificaciones, desde su comienzo hasta la fecha, por lo que
es necesario saber que modificaciones y avances se han hecho a lo largo del tiempo para

lograr comprender que implicaciones ha tenido en el estudio del SNC y sus aplicaciones.

3. OBJETIVOS

e Busqueda de informacién exhaustiva y actualizada de la existencia de la
metodologia electrofisioléogica para obtener registros electrofisiologicos con
rebanadas de cerebro.

e Recopilar informacion bibliografica existente de tipo fisiolégico, farmacol6gico,
neurofarmacolégico, neuroquimico y clinico del uso de las técnicas para obtener

registros electrofisiol6gicos con rebanadas de cerebro.
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- Zweroootoca
Se realizé una revisién exhaustiva y actualizada de la bibliografia que proporcione
informacion acerca de la metodologia para la obtencién de registros electrofisiolégicos con
rebanadas de cerebro.
Para la busqueda de la informacion se utilizaron los siguientes recursos:

e Bibliotecas: Biblioteca de la Facultad de Quimica, Biblioteca de la Facultad de
Medicina, Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Biblioteca
de la Facultad de Ciencias, Biblioteca Central.

e Hemerotecas: Hemeroteca Facultad de Quimica, Hemeroteca del Instituto de
Quimica.

e Revistas Electrénicas: Disponibles en las bases de datos de la Direccién General de
Bibliotecas de la UNAM.

e Buscador de Internet: Google, base de datos PUBMED, SCOPUS.

Una vez encontrada la informacion, se recopild, se leyo, se clasifico, se resumio y se
analiz6, para posteriormente discutir los resultados y concluir. Durante la revision de la

informacion, también se buscaron las imagenes que apoyan e ilustran el texto.
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5. RESULTADOS.

Con base a la investigacion bibliografica realizada, se encontraron los siguientes resultados:

En el aflo de 1920 Warburg realiz6 la preparacion de rebanadas de cerebro para el
estudio de la respiracion del tejido. (29)

Estos mismos estudios fueron retomados por Quastel en 1939 quien expreso que las
condiciones de incubacion podrian ser eventualmente encontradas para poder garantizar un
estado optimo del tejido. (29)

En el aflo de 1957 Mcllwain y Choh Luh Li desarrollaron un estudio en el cual las
rebanadas de cerebro de cobayo y las de neocorteza de gato presentaban resistencia a los
potenciales de membrana aplicados. En ésta investigacion también se desarrollé la primer
camara de registro (Mcllwain recording chamber). (8)

Otros estudios realizados en la década de 1950 ejecutados por Amassian (1953), Hubel
(1957) y Mountcastle (1957), aportaron la herramienta de eleccion usada para grabaciones
celulares, el electrodo de metal. (45)

En 1968 David Robinson escribio una revision de la tecnologia de los uni-electrodos en
donde puntualiz6 que en el trabajo practico, pocas neuronas podian ser detectadas. (45)

En el aio de 1979 Gartwaite, en 1981 Froetscher y en 1982 Misgeld, todos ellos
determinaron el espesor y/o grosor de las rebanadas y las regiones de las rebanadas que
podian ser consideradas como tejido muerto, también empezaron a realizar estudios para
conocer las regiones del cerebro que podian ser estudiadas y las respuestas que
presentaban.

%
69



Resultados

Encontrandose asi que se han realizado muchos estudios en regiones diversas del
cerebro, tales como el hipocampo, hipotalamo y neocorteza entre otros, por lo que éstos
estudios del comportamiento neuronal en el cerebro realizados en rebanadas, reflejan
respuestas electrofisioldgicas y farmacolégicas similares a las del sistema nervioso intacto.

Dentro del ambito del grosor de las rebanadas de cerebro, se puede sefialar que son
dos las variaciones que mas se utilizan hoy en dia, en éstas encontramos las llamadas
“rebanadas gruesas” y las “rebanadas delgadas”, siendo su uso muy amplio y diverso,
teniendo cada una sus ventajas para los distintos requerimientos del investigador.

Ahora bien, si se habla de la eleccion de animales y la edad 6ptima, se encontré que
los animales mas usados son el ratén, la rata y los cobayos; por otro lado la edad puede variar
dependiendo de los requerimientos del experimentador, ya que las rebanadas de animales
jovenes (2 a 4 semanas de edad) son mas resistentes al trauma producido al momento de
hacer la preparacion del tejido, y en ellas es mas facil observar células individuales; teniendo
en cuenta que la metodologia para obtener rebanadas de animales adultos tiende a ser mas
dificil debido a los cuidados que se tienen que observar.

Dentro de los materiales que hay para la obtencién y mantenimiento de las rebanadas
se tiene que hay soluciones donde inicialmente el cerebro es aislado y muchas veces éstas
mismas soluciones son usadas a lo largo de todo el experimento; éstas son muy Utiles para la
neuroproteccion de la rebanada durante su preparacion y uso ya que disminuyen la actividad
enzimatica y dan al cerebro la suficiente firmeza para cortarlo en rebanadas; ademas el tejido
se tiene que oxigenar con una mezcla de O, y CO;, al 95% y 5%, respectivamente, con el

objetivo de satisfacer la demanda de oxigeno por parte de las células.
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Dentro de las técnicas de registro para obtener registros electrofisioldgicos con
rebanadas de cerebro hay que sefialar que se tienen dos grandes clasificaciones:

Los registros intracelulares en los cuales se mide la corriente y/o V a través de la membrana
celular. Este tipo de registros se obtiene mediante diversas técnicas tales como:

Current-clamp que mide el cambio de potencial de membrana cuando se inyecta una
corriente constante dentro de la célula, esto significa que el investigador propone el valor de la
corriente aplicada y la respuesta que se observa y se mide el cambio del potencial de
membrana (y la forma de onda), como respuesta a ésta corriente aplicada. Sin embargo, la
corriente que es inyectada constantemente a la célula no es siempre la misma que fluye a
través de la membrana, es decir no se puede fijar como constante la corriente que fluye a
través de la membrana, por lo que se hizo una modificacion a ésta técnica y asi nacio la
técnica designada como:

Voltaje-clamp controlled-current clamp donde se incorporé al circuito de
retroalimentacion, filtros que amplificaron la respuesta y permitieron la inyeccién de pulsos de
corriente dentro de las células, por lo que durante el registro es posible controlar los
potenciales de membrana, pudiendo asi monitorear la resistencia de la membrana y ahora si
poder tener conocimiento de la relacion corriente/voltaje. (47)

En contraste con éstas técnicas, existe otra técnica llamada Voltage-clamp la cual no
imita el proceso natural de las corrientes eléctricas que fluyen a través de la célula, ésta
técnica es mas bien una herramienta que se usa cuando se desea estudiar por ejemplo los
canales regulados por V, ya que precisamente el V es el que determina si los canales se

abren o se cierran.(14)
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En la década de los 70’s Neher y Sackman introdujeron una nueva técnica denominada
Patch-clamp que en los afios 80’'s evoluciond para permitir el registro de las corrientes
transmitidas por canales idnicos de toda la membrana a través del uso de un pequefio parche.
A éste tipo de técnica se le hacen una pequefia serie de modificaciones para lograr distintas
configuraciones de tipo de registro segun sean las necesidades del experimento. (40)

La otra clasificacion son los registros extracelulares donde se involucran mediciones
hechas fuera de la célula, dentro de éste tipo de técnicas de registro existen modificaciones
dependiendo de lo que se necesite del experimento, asi tenemos que:

La técnica de unidad Unica de registro, perfeccionada alrededor de los afios 50's, ésta
técnica permite registrar la actividad eléctrica de una sola neurona, dentro de sus aplicaciones
mas importantes han sido el estudio de las estructuras del SNC, la excitabilidad de las
dendritas y mas recientemente se ha utilizado para dilucidar el comportamiento de los
patrones del SNC y como un patron de rastreo de conectividad dentro de éste sistema. (23)

Otra técnica utilizada ha sido la unidad multiple de registro, la cual se ha utilizado para
la medicién de la actividad neuronal en muchas escalas, ya que ésta técnica permite el
registro del promedio de la actividad de miles y a veces de millones de neuronas, asi como la
medicion de los potenciales de accién.(20)

Por otro lado, todos éstos tipos de técnicas tienen en sus instrumentos un denominador
comun, que es el uso de los electrodos, en donde se encontré una gran variedad tanto de
materiales como de tamafios, todos ellos hechos a la medida de los requerimientos y de la
modernidad de la tecnologia que ha sido una herramienta para el mejor entendimiento de éste

tipo de estudios.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS.

ANO TECNICA AUTOR APLICACION

1920 Estudio sobre la respiracion | Warburg (41) Comparacién del
de rebanadas de cerebro metabolismo de la
energia basal, en
rebanadas de
cerebro vs. Cerebro

intacto
1940 Registro intracelular Cole y Marmount | Introduccién de la
(25) técnica Voltaje-

clamp.
1957 Registro intracelular Mcllwain (8) Resistencia a los
potenciales de

membrana aplicados
en rebanas de
cerebro de cobayo.

1957 Uso de microelectrodos Amassian, Hubel, | Aportacién como
Mountcastle. (45) herramienta del uso
del  microelectrodo
de metal, para la

obtencion de
registros celulares.
1970 Registro de corriente a través | Neher y Sakmann | Introduccion de la
de la membrana. (42) técnica Patch-clamp
1979 | e Garthwaite (29) Determinacion  del
espesor de las
rebanadas de
cerebro.
2007 Revision bibliogréafica Seongeunt (44) La metodologia de
rebanadas de

cerebro es una
herramienta para

estudiar los
mecanismos de
regeneracion “In

Vitro”, y el estudio
de los efectos
farmacoldgicos

como moduladores
de la
neurodegeneracion.
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ANO TECNICA AUTOR APLICACION

1999 Teyler (51) Uso de rebanadas
de cerebro para el
estudio de
plasticidad sin4ptica.

2008 Uso de rebanadas de | Fitzjohn (12) Estas preparaciones
hipocampo proveen informacion
gue es util para
entender la etiologia
del Alzheimer y para
implementar nuevas
terapias para la

demencia.
2005 Uso de rebanadas de | Noraberg (35) Uso de ésta técnica
hipocampo para el tratamiento
de desordenes
neurodegenerativos,

neurotoxicidad  del
VIH y dafno
traumatico al
cerebro.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados, hay que sefialar que practicamente
ésta técnica es reciente, ya que, la reunién de todos los elementos necesarios para hacer
de ésta técnica tan versatil y utilizada, se ha hecho los ultimos afios.

Esto ha hecho que los avances encontrados sobre ésta técnica no puedan ser todos
situados en una misma década, por ejemplo, para una técnica de registro, se pueden
encontrar pequefias modificaciones hechas, a los componentes del equipo utilizado,
conforme pasan los afios y la tecnologia avanza.

Asi tenemos que, el avance tecnoldgico esta modificando los componentes
electronicos utilizados en todas las técnicas de registro ya que, en recientes afios se
cuenta con componentes electrénicos que disminuyen el nimero de aparatos requeridos

para la técnica, como por ejemplo, se cuenta un software para computadora que facilita la
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adquisicién de datos, analisis de los mismos y el control y visualizacion de las variables
involucradas en el estudio, (18) eliminando asi el uso del osciloscopio, el cual solo permitia
la visualizacion de la sefial obtenida del registro.

También podemos encontrar avances tecnoldgicos en los electrodos usados, ya que
ahora también se puede sustituir el uso de los microelectrodos por los biochips, que son
arreglos de multielectrodos que pueden ser usados como electrodos de registro y como
electrodos de estimulacion, eliminando conexiones electronicas, sustituyendo éstas por
una configuracion con el software utilizado por el experimentador. (19)

Se pudieron encontrar a lo largo de toda ésta investigacion, pequefias
modificaciones técnicas con respecto a las técnicas de registro utilizadas, pero con
respecto a la primera utilizacibn como tal de la técnica hecha por Mcllwain en 1957
mediante el uso de rebanadas de cerebro ha recibido pocos cambios hasta hoy, dado que
ésta misma técnica es la que muchos aplicaron a distintas regiones anatémicas del
cerebro para observar que respuestas obtenian.

En cuando a las aplicaciones de la técnica, se puede sefalar que, se utiliza en
numerosas investigaciones en el area clinica, dentro de las mas recientes tenemos una
gran cascada de aplicaciones sobre la preparacion de rebanadas de hipocampo, donde se
realizan estudios sobre trastornos neurodegenerativos tales como el Alzheimer, epilepsia,
dafios traumaticos al cerebro, asi como la plasticidad sinaptica y la memoria. (12) (35) (44)

(51)
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Sin duda alguna, hay que sefialar que toda la informacion esta dirigida a la investigacion,
dado que su aplicacién en docencia, resultaria ser muy costosa por el equipo que se
utiliza, dentro de la cual también se van haciendo modificaciones a las técnicas y a los

materiales por ejemplo los electrodos que se utilizan en la misma.

76



Conclusiones

7. CONCLUSIONES

Se ha hecho una larga cadena de investigaciones, para poder obtener técnicas muy
precisas que respondan como actua el cerebro a distintos niveles.

Asi tenemos que este tipo de estudios se han empezado a implementar desde los afios
20’s, y su evolucion desde esa época ha permitido no solo el descubrimiento y entendimiento
de como funciona el cerebro, sino también el desarrollo de nuevas tecnologias que se han ido
desarrollando conforme las exigencias experimentales lo han requerido.

El uso de la preparacion de rebanadas de cerebro se ha hecho muy popular entre los
cientificos que estudian el comportamiento del SNC, dado que en ellas se puede hacer un
estudio profundo sobre las estructuras de éste sistema y su comportamiento en conjunto, y
también para el estudio de numerosas situaciones patoldgicas. (11) (43)

Todas las técnicas para la obtencion de registros electrofisiolégicos utilizando
rebanadas de cerebro, ofrecen una amplia gama de diversas opciones de estudios.

Este tipo de técnicas sin duda resulta una herramienta muy valiosa en la actualidad.
Estas técnicas permiten el estudio de enfermedades del cerebro (neurodegenerativas).

Con éste trabajo se da a conocer la existencia sobre el entorno de investigacion que
alberga estas metodologias, la difusibn que tiene y a quienes va dirigido, con el fin de que

aquellos investigadores que apliquen éstas técnicas conozcan mas sobre las mismas.
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8. GLOSARIO

Capacidad de inyeccion de carga: Cantidad de carga por unidad de GSA entregados en
la principal fase de un pulso de estimulacion. (7)

Conductancia (g): Es el reciproco de la resistencia eléctrica y es la medida de la habilidad
de conducir la electricidad; en membranas celulares o canales idnicos, es la medida a la
permeabilidad de una 0 mas especies ionicas. (34)

Current clamp: Mediciones del cambio del potencial de membrana cuando se inyecta una
corriente constante dentro de la célula a través de un electrodo de grabacion. (18)
Electrofisiologia: Es el estudio de las propiedades eléctricas de células y tejidos. Esto
involucra mediciones en el cambio de voltaje o en el flujo de corriente eléctrica y los
potenciales de accién, en las neuronas. (18)

Espiga extracelular: El tiempo que varia el potencial que es registrado en un solo lugar
sin el potencial extracelular de una neurona sencilla durante uno de éstos potenciales de
accion. (24)

Hiperpolarizacion: Un incremento en la magnitud del potencial de membrana, que tiende
a reducir la excitabilidad. (34)

Patch clamp: Mediciones de voltaje o corriente a través de canales i6nicos usando una
micropipeta. (18)

Potencial al equilibrio: Potencial de membrana, en el cual no hay un flujo neto de iones

dentro o fuera de la célula. (34)
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Potencial de accién: Potencial eléctrico breve que se propaga a lo largo del axén 6 fibra
muscular. También se le conoce como impulso. (34)

Potencial de campo extracelular: Cuando una neurona sufre una descarga (es decir,
genera un potencial de accion) es objeto de un aumento en la conductividad de las
regiones mas excitables de su membrana por ejemplo el axén y/o el soma. (24)

Potencial postsindptico excitador: Despolarizacion de la membrana postsinaptica de
una neurona, producida por un transmisor excitador liberado de terminales presinapticas.
(34)

Potencial postsinaptico inhibidor: Cambio en el potencial (usualmente hiperpolarizacion)
producido por un transmisor inhibidor liberado de una terminal postsinaptica. (34)
Potencializacion a largo plazo (LTP): Incremento en el potencial sinaptico, que dura
horas o mas; producido por una activacion sinaptica previa. (34)

Reaccion Faradaica: reaccion electroquimica donde las especies son oxidadas 6
reducidas. (7)

Rebanadas de cerebro: El término “rebanadas de cerebro” (brain slices), ha sido referido
a secciones de regiones del cerebro que son mantenidas por algunas horas, para cualquier
estudio electrofisioldgico 6 bioquimico. (10)

Registro extracelular: Los registros extracelulares involucran mediciones fuera de la
célula, incluyen registros de células y fibras nerviosas. (18)

Registro intracelular: La técnica de registro intracelular involucra medicién de voltaje y/o

corriente a través de la membrana celular. (27)
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Unidad Unica: Una sencilla descarga neuronal, los picos de éstos son claramente
discriminados 6 aislados por un microelectrodo de grabacion. (24)
Voltage clamp: Medicion de la corriente iGnica a través de la membrana celular cuando el

potencial de membrana es puesto a un valor constante. (18)
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