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OBJETIVO GENERAL:

Disepar y construir un amplificador para registro intracelular con la
finalidad de medir pequefios cambios en la actividad eléctrica neuronal.

OBJETIVOS PARTICULARES:
> Ganancia variable de 10 hasta 1000
» Que cuente con 12 db de relacién sefial-ruido

¥ Inyeccién de corriente de 0 a 1 y de 0 a 10 nanoamperios

Y

Compensacion do ofectos capacitivos y resistivos del microelectrodo

¥ Control del potencial de reposo para ampliticar Ia sefial

METODOLOGIA UTILIZADA

1. Conocer los antecedentes necesarios y conceptos basicos de las células
¥y su comportamiento para entender las caracteristicas de las sejiales a
medir, esto permitié delimitar y entender el problema (capituio 1)

2. Analizar los modelos eléctricos de la membrana celular y el
microelectrodo

3. Conocer y aprender la operacién de los controles de un amplificador de
registro intracelular

DISENO DEL AMPLIFICADOR

v Divisién del diseio del proyecto en tres médulos.

a) Disefio del cabezal

b) Disefio del tablero de control general

¢) Disefio de las etapas de amplificacién y manejo del potencial de reposo de
membrana (capitulo 2)

4, Pruebas y mediciones reales en células vivas (capitulo 3)

4. Conclusiones {capitulo 4)



INTRODUCCION

El interés de los cientificos por lograr descubrimientos interesantes y que
puedan llegar a ser definitivos en un futuro, ha ocasionado que cada dia se
esfuercen por estudiar cosas y fenébmenos mas relevantes logrando que la ciencia
vaya ganando terreno contra la ignorancia y lagunas culturales que existen sobre
gl extenso universo que nos rodea. Una de las ramas de la ciencia que en
particular nos interesa es la electrofisiologia, la cual estudia el comportamiento de
células excitables.

Dentro de esta ciencia se han realizado una serie de experimentos que
permiten dilucidar el comportamiento de las neuronas cuando se les introduce
estimulos externos. Estos experimentos se llevan a cabo utilizando diversas
preparaciones expensas tales como: nervios de rana, membranas de algas
marinas, axones de calamar gigante, células de las sanguijuelas, etc.

Ya desde |la antigiiedad se daban los primeros estudios del cuerpo humano
para saber cémo funcionaba por dentro, y estos estudios hacian referencia a un
fluido eléctrico que conducia a espiritus animales a 1o largo de los nervios, desde
el cerebro hasta los musculos y que el poder de la mente controlaba su flujo. Estos
espiritus animales son o que ahora se conoce como corrientes idnicas. Después
se realizaron experimentos con animales, pues la posible conexién entre la
electricidad y los nervios en el cuerpo humano motivaron a creer que habia
simititud con los animales, ademas de que se hizo un tema preferido de la ciencia
hacia el Gitimo cuarto del siglo XVIII. Los trabajos de Luigi Galvani, médico y
profesor italiano en Bologna hicieron contribuciones importantes para entender las
funciones del sistema nervioso en los animales. Con sus estudios de las cormrientes
eléctricas en células excitables en patas de rana se abrid por primera vez el
campo de ia elecirofisiclogia. Muchos de los experimentos de Galvani fueron
publicados en su famoso libro de 1791, llamado De Viribus Electricitatis in Motu
Musculani Comentarius, escrito en custro partes. En la primera parte describe la
produccién de contracciones musculares en ranas y otros animales cuando son
estimuladas por la electricidad almacenada en la botella de Leyden. La segunda
parte describe los efectos de la electricidad atmosférica sobre las mismas
preparaciones y en las partes finales discute las demostraciones de la electricidad
animal, arguyendo que seguramente debian ser los “espiritus animales” descritos
por los antiguos fildsofos.

Después hubo mas experimentos e investigadores que siguieron la pauta
de Galvani pero mejorando su técnica dedicandose al estudio ahora en
membranas para estudiar sus comientes eléctricas, con esto surgieron términos
como: corrientés idnicas, potencial de accidn y corriente de compensacion, entre
otros.

En nuestros dias se ha mejorado y avanzado en el conocimiento sobre el
comportamiento eléctrico de las celulas siendo mas fécil entenderlo. De una



manera breve y condensada este proceso se puede definir como “la capacidad
celular de distribuir iones selectivamente a través de la membrana citoplasmica®,
originando en ella diferencias en la distribucion de cargas eléctricas. Esto permite
a las células generar actividad eléctrica espontanea o en respuesta a una
estimulacion. Las comientes idnicas fluyen de un lado a otro de la membrana
celular, a través de poros proteicos que cruzan la membrana, llamados canales
ionicos. Los canales idnicos son sensibles al voltaje, a ligandos o0 a la tensién
mecanica y son selectivamente permeables a diferentes tipos de iones. La
apertura de los canales iGnicos permite el flujo de iones siguiendo su gradiente
electroquimico. La corriente eléctrica producida por el fiujo de iones a través de la
membrana ccasiona cambios de voltaje que se propagan a lo largo de ésta. Si los
cambios de voltaje son pequefios, su propagacion es pasiva y sufren una
atenuacion a lo largo de la distancia. Si el cambio de voltaje sobrepasa un umbral,
se producen impulsos conocidos como potenciales de accién. Estos son
autorregenerativos y se propagan sin atenuacion a lo large de las célutas. Los
imputsos nerviosos surgen de cambios transitorios en la permeabilidad membranal
a iones, principalmente al Na® vy al K', aunque en ocasiones el Ca™ tiene
combinaciones importantes. (Feméandez de Miguel, 1998)

Ahora bien, al realizar estos experimentos es necasario inyectar corriente
al interior de la célula y sensar los cambios de voltaje que ocurren al estimularia.
Para esto, se necesita un amplificador de registro intracelular, el cual requiere alta
relacion  seflal-ruido, capacidad de inyectar comriente hiperpolarizante y
despolarizante, capacidad de compensacién de resistencia del electrodo (+ 10
nA), salida amplificada para observar el potencial de reposo independiente de la
salida principal, salida para monitorear la comiente, capacidad de amplificacion
variable y manejo del comimiento (offset) de salida. Debido a esto, surgié la
necesidad de disefar y construir un amplificador que pueda satisfacer las
necesidades requeridas para estos registros intracelulares ya que los
amplificadores existentes tienen restricciones para el uso que a nosotros nos
interesa.

Nuestro amplificador contard con tres blogques:
1° El cabezal donde se manta el microelectrodo (fransductor) que recibe la sefial y
es el mecanismo que sirve para estimulara la célula,
2° Module de controles.
3° Etapas de ampiificacion subsecuentes.

Con esto se espera que el amplificador de registro intracelular pueda ser
mas flexible en sus aplicaciones y pueda medir los potenciales sindpticos
miniatura, es decir, potenciales postsindpticos producidos por la liberacién
espontdnea de cuantos de acetilcolina, ademas de poderse acoplar a un
convertidor analégico digital y almacenar la informaciéon en la computadora.



CAPITULO 1

CONCEPTOS BASICOS (ANTECEDENTES)

Para poder entender cémo es que surgic la idea de construir un
amplificador para registros intracelulares, que es un aparato de instrumentacion
utilizado en el drea de la electrofisiologia, tenemos que tomar en cuenta varios
conceptos de biologia que son imprescindibles para encontrar la logica vy la
mecanica del comportamiento de las células y su representacion en modelos
eléctricos.

La electrofisiologia es el darea de la fisiologia que estudia la actividad
bioeléctrica de los tejidos. Sus herramientas de estudio consisten en la
electroestimulacién, el regisiro de la actividad eléctrica mediante electrodos
acoplados a sistemas de amplificacidn, osciloscopios y sistemas de memorizacion
de datos; la ionoforesis, que fermite analizar los efectos de una sustancia cerca
de la neurona estudiada, etc.

Una vez que ya sabemos qué significa electrofisiologia comenzaremos por
enumerar y describir los conceptos que se utilizaran en esta tesis.

1.1 La célula y sus componentes (Teoria celular)

La teoria celular incluye el concepto de que la célula es la unidad
fundamental, tanto de funcién como de estructura es el fragmento representativo
mas diminuto que ostenta todas las caracteristicas de las cosas vivas.

La célula se puede definir como {a unidad organizada de cualquier forma
viviente, capaz de una existencia prolongada, independiente y capaz de
reempiazar sus propios materiales en un ambiente adecuado. Por lo general, es
de tamafo microscépico.

Por lo general cada célula contiene un ndclec y estd rodeada de una
membrana plasmética. Ademas contiene un buen numero de drganos
subcelulares  (mitocondrias, reficulo endoplasmico  granuloso, reticulo
endoplésmico liso y complejo de Golgi).

1.2 Intercambio de materiales entre [a célula y el medio ambiente

La superficie externa de cada célula esta circunscrita por una cubieria
delgada, parte integral y funcional de la misma, denominada membrana
plasmatica. Esta membrana importante en la regulacion del contenido de la
célula, ya que todos los efementos nutritivos que entran en ia misma, asi como los
productos de desecho o secreciones que salen de ella deben atravesaria. Asi
mismo, la membrana plasmatica tiene poros microscépicos selectivos a ciertas
sustancias. El tamafo de estos poros determina el tamafio méaximo de la molécula
que puede atravesar la membrana por lo que impide la entrada de unas sustancias



y facilita la de otras. Otros factores distintos del tamafo molecular, como la carga
eléctrica, ndmero de moléculas de agua, y la solubilidad de la particula en lipidos
pueden ser importantes también para determinar si la sustancia atravesara o no la
membrana

Todas las membranas celulares, tanto la plasmatica como la de los 6rganos
intemos, estdn formadas de un ensamble de lipidos y proteinas unidos
principalmente por enlaces no covalentes. Hay tres clases de lipidos que
componen a las membranas: 1) los fosfolipidos que contienen un esqueleto de
glicerol 2) los glucolipidos que tienen un esqueleto de esfingosina y 3) los
esteroles como el colesterol. Los tres tipos de lipides de la membrana son
moléculas anfipaticas es decir, tienen un extremo o cabeza polar hidrofilica
{soluble en agua), y una cola apolar hidrofdbica (insoluble en agua).

{Massieu, 1998)

Ademas la membrana plasmatica, es una estructura funcional activa, con
mecanismos enzimaticos que desplazan moléculas especificas penetrando o
saliendo de la célula contra un gradiente de concentracién. Ahora bien, sa qué se
debe el que puedan desplazarse moléculas dentro y fuera de la membrana?. Ei
flujo de corriente transmembranal se lleva a cabo a través de canales idnicos, los
cuales son proteinas que traspasan la membrana dirigiéndose de un lugar a otro.
Estos canales idnicos tienen en su centro un poro cuya funcion es ser selectivo
ante ciertos iones. Ademas el flujo de iones a través de los canales no es
continuo, sino que éstos se abren y se cierran generando pulses de corriente
escalonada. La apertura o cierre de estos canales es probabilistica; y esta
probabilidad puede cambiar en respuestas at voltaje o a ligandos, dependiendo del
tipo de canal. Asi mismo, podemos decir que la capacidad de un ion para
difundirse entre dos compariimentos depende de dos gradientes: el osmdético o
quimico (determinado por la diferencia de concentracion} y el eléctrico
(determinado por la diferencia de carga). En Ia figura 1.1 A, se muestra la
concentracién de sodio y clero en el espacio extracelular la cual es mucho mayor
que ia intracelular, en cambio en el interior, el potasio y los aniones proteicos se
encuentran mas conectados que el Na* y el CI.

Como entre la célula y su medio externo existe una membrana de
permeabilidad selectiva a través de la cual se pueden difundir los iones ademas de
haber una diferencia de potencial con un voltaje en el interior, el Na* tendera a
difundir hacia el interior de la célula, esto lo logra por medio de su gradiente de
concentracidn y su gradiente eléctrico (figura 1.1B). Para el K* el gradiente de
voltaje favorece su permanencia en el interior, pero su gradiente de concentracién
favorece su desplazamiento hacia fuera. Esto es, el flujo de potasio esta influido
por el gradiente eléctrico y el gradiente de concentracién de la membrana (figura
1.1C).
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Figura 1.1 Distribucién asimétrica de electrolites entre el medio interno y externo de una célula animal.

1.3 Las propiedades eléctricas de las células nerviosas

Una vez establecida la permeabilidad de la membrana, el pasc de iones
relacionado con su gradiente de concentracibn y gradiente eléctrico,
procederemos & explicar qué ocurre con el potencial eléctrico en el interior y
exterior de ta membrana asi como su forma de reaccionar ante algunos
elementos ionizados como el (Na'), el (K*), y el (CI).

1.3.1 El voltaje y la corriente transmembranales

La acumulacién de cargas negativas en el interior celular produce una
diferencia de potencial eléctrico entre el interior y exierior celulares, también
conocide como voltaje transmembranal o potencial de membrana. El voltaje
transmembranal se mide en el interior tomando como referencia el medic
extracelular (voltaje cero o tierra). Los potenciales transmembranales de células
en reposo son negativos y sus valores fluctian entre —35 y —90 milivoltios (mV).>
En neuronas, €l potencial de membrana varia entre —45 y ~90 mV de acuerdo con
el tipo celular, mientras que en las fibras musculares esqueléticas es cercano a —
90 mv.



1.3.2 El potencial de reposo y el potencial de equilibrio

E! potencial de la membrana se debe a tres factores: a) la acumulacién de
cargas negativas en el interior celular; b) las concentraciones de K* y Na’ a ambos
lados de Ja membrana, y c) la permeabilidad de ta membrana a estos iones. En
reposo la permeabilidad al K* es mayor que la del Na*, y por ello concentraciones
de K' a ambos lados de la membrana determina el potencial membranal en
reposo.

1.3.3 La ecuacién de Nemst

Ei movimiento de iones (y por tanto de cargas) a través de la membrana
reajusta el potencial de membrana. $in embargo, el flujo iénico neto en equilibrio,
asi como {a corriente transmembranal son nulos. Se dice que al potencial en el
que un ion alcanza el equilibric se le conoce como potencial de equilibrio. El
potencial de equilibrio de un jon se puede conocer por medio de sus
conceantraciones en ambos lados de la membrana aplicando la ecuacion de Nernst
que a continuacién se presenta:®

1ol
E =
‘ F "o
donde:
Ei= potencia! de equilibrio de un ion F = constante de faraday
R = constante de gases [Ili= concentracidn idnica intra
T = temperatura en grados Kelvin [Ilo= concentracién idnica extra

= valencia del ion

Si K es el principal ion permeable a través de la membrana, en teoria el potencial
de membrana en reposo deberia ser igual al potencial de equilibrio del K* (Ex) v
deberia ser predicho por la ecuacién de Nemst de manera que:

£ -5 <R ,KL

" T

Donde Em es el potencial de la membrana en reposo. La figura 1.2 muestra la
relacion entre el potencial de membrana vy [K].. Los valores de las lineas que se
muestran en la grdfica estdn dados por experimentos que se realizaron
modificando [K], v dejando constante el producto de {K] y [Cl] para no alterar la
concentracion interna de {K]™ asi como también fa aplicacién de la ecuacion de
Nernst de acuerdo al comportamiento tedrico de K.
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Fig 1.2 E! potencial de membrana {Em} cn reposo depende de la concentracién extracelular de K. La linea
completa muestra el potencial de membrana y la linea entrecortada muestra el comportamiento teérico de
acuerdo con la ecuacion da Nernst, Tomado de Fernandez de Miguel, 1998,

El caso de Na' es interesante, ya que su gradiente electroguimico esta
invertido con respecto al de! K', lo cual es relevante para la generacion de
impulsos. El Na' siempre tiende a entrar a la célula, acarreando cargas positivas y
despolarizando a la membrana. En reposo la permeabilidad de la célula al Na* es
baja, v el Na* que entra es bombeado continuamente hacia fuera.

El CI' se mueve con refativa facilidad de un lado a otro de la membrana. Sin
embargo, en la mayoria de las células conocidas, su flujo no modifica el voltaje. El
CI" produce sdlo un cambio fransitorio en el potencial de la membrana. Esto se
debe a que aunque Eg y Ex son similares, las concentraciones internas son
mucho mencres que las de K', y cambios ligeros en la concentracion interna del
Ci" son suficientes para reajustar su potencial de equilibrio.

1.3.4 Desvio del patencial de la membrana de la ecuacién de Nernst

De acuerdo con la ecuacion de Nernst, si el Unico ion responsable del
potencial de membrana fuera el K*, la membrana deberia responder linealmente a
cambios de concentracion extracelular. Sin embargo en la realidad esto no ocurre.
Lo cierto es que, la membrana celular no es exclusivamente permeable al K, sino
que en condiciones de reposo, lo es de manera parcial al Na'. Aun cuando su
permeabilidad es limitada hay una corriente despolarizante continua de Na* hacia
el interior celular, que despolariza ligeramente a la membrana. Entonces el
potencial de membrana se desvia de Ex. Cuanto se aleja el potencial de reposo
de Ey, depende de cudn permeable sea la membrana af Na“.

Goldman, Hodgkin y Katz, analizaron este fendmeno de manera similar a Nernst
pero consideraron las concentraciones y las permeabilidades de otros iones, entre



ellos el Na®. Su andlisis supone que la diferencia de concentraciones idnicas, y por
to tanto de voitaje; son constantes en cada punto de la membrana. Debido a esto,
la ecuacién que desarrollaron la [lamaron ecuacion de campo constante:

PNa[Na), + PK|K], + PCI[CI],
PNa|Nal, + PK|K | + PCl[CH],

Em =58log

P= permeabilidad de cada ion y el resto de los pardmetros se encuentran
definidos en la ecuacién de Nernst. Cabe aclarar que debido a que el CI tiene
cargas negativas, de nuevo sus concentraciones se expresan en orden inverso a
las de tos iones cargados positivamente.

Para analizar mas facilmente esta ecuacion, se eliminard al CI” cuya
contribucién es limitada, se divididiran los términos entre PK, vy al cociente PNa /
PK se llamara «. La ecuacion quedara ask:

a[Na), +[K],

®alia] +[x]

Estos cambios en la ecuacion permite analizar la contribucién del Na* al
potencial de membrana. Si la permeabilidad de Na' es muy pequefia en
comparacion con la de K’ (o es muy pequeria), la contribucién del Na® al potencial
de reposo se vuelve nula, En este casa, e! potencial de membrana estaria definido
fundamentalmente por e! cociente [K], / [K}. Sin embargo, un incremento en la
permeabilidad al Na* (o se incrementa) produciria una despolarizacién como la de
la figura 1.2.

De Ia ecuacién de campo constante también se deduce que si la membrana
cambia su permeabilidad al Na* se genera un flujo de ese ion hacia el interior de |a
membrana y el potencial de la membrana se mueve hacia Eya.. Sin embargo, las
células en reposo son capaces de mantener una concentracion reducida de Na*
en su interior debido a su expulsion continua a expensas de ATP (trifosfato de
adenosina).

Em =58lo

1.3.5 Bombeo del Na* y K’ en el mantenimiento del potencial de reposo

Las ATPasas Na’/ K* sacan tres iones Na' e introducen dos iocnes K* por
ciclo a expensas de una molécula de ATP. Asi el influjo de Na® en reposo es
contrarestado por su bombeo activo hacia fuera de modo que e ATPasa Na*‘/ K
participa dinamicamente en el mantenimiento del potencial de reposo.

Como se conoce la cantidad de iones que salen del Na* (3) y los que se
introducen de K' {2) por cada ciclo de bombeo, se puede afadir el cociente 3/2 a
la ecuacion de campo constante quedando de la siguiente manera;
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ofNal + 3 [K],
Em = 58log 2
alNa] +%[K],

Esta ecuacién es conocida como estacionaria y fue propuesta a partir de la
ecuacion de campo constante y aungue con algunas reservas es mas apropiada
para expresar el potencial de membrana en reposo.?

1.4 El modelo eléctrico de la membrana

1.4.1La fuerza impulsora de un ion

A parir de las comientes idnicas que participan en el potencial de la
membrana en reposo y de sus vias independientes podemos generar un modelo
eléctrico de la membrana. Para ello se representaran algunos de los componentes
cOMo sus equivalentes en un circuito eléctrico. La diferencia de concentraciones, y
por lo tanto de cargas, de cada especie idnica a ambos iados de la membrana
constituyen |a fuerza impulsora de cada ion; esto es, un indice de la fuerza con ta
que el ion tiende a moverse al compartimiento opuesto. La fuerza impulsora para
los iones es la diferencia entre el potencial de membrana y el potencial de
equilibrio del ion, de modo que para el K |a fuerza impulsora se define como (Vm
— Ex}, mientras que para el Na* se define como (Vm — Ena). Una expresion similar
se utilizaria para el cloro.

La fuerza idnica desde el punto de vista eléctrico se puede representar
como una bateria. La acumulacién de las cargas en la bateria tienen la capacidad
de generar corrientes idnicas en la medida en que la membrana permita el flujo de
iones. Esto no ocurre libremente, sino que la membrana ejerce cierta resistencia
selectiva. Para cada ion la resistencia estd en serie con la bateria y, debido a que
para cada especie ionica la via es independiente de las demas, cada bateria con
su resistencia se conecta en paralelo a las restantes. En el caso del K" o el Cl la
resistencia del flujp en reposo es pequefa, pero en el caso del Na* es
selectivamente grande. Otra manera de expresar la permeabilidad de la
membrana es utilizando el inverso de la resistencia, o sea la conductancia (g).

Tras haber definido lo anterior, se puede aplicar una funcidn que asocie
estos términos para expresar cuantitativamente el flujo de iones. Esto se hace
mediante la Ley de Ohm.

1.4.2 La ley de Ohm
£n condiciones ambientales fijas, la ley de Ohm dice gque la diferencia de
potencial a través de una resistencia (R} es directamente proporciona! a la
corriente (1) que pasa por ella
V=RI

Esta claro que la relacién corresponde a una ecuacion lineal, donde la
resistencia es la pendiente de la curva que asocia al voltaje y a la corriente. La
resistencia tiene unidades en Ohms (Q). De modo alternativo, la conductancia (g)



es el reciproco de la resistencia, y en ocasiones es ¢dmodo expresar la ley de
Ohm en términos de la conductancia:
g=iiv

Podemos ahora sustituir ios términos de la fuerza impulsora y de la
permeabilidad que ya hemos definido en la ecuaciéon de Ohm, para generar una
expresion de las corrientes que fluyen en el reposo. Entonces, para el K', la
corriente se expresa como:

Ik =gk (Vim—Ex),

Y para el Na™:
Ina=0Na{Vm-Ena)

1.4.3 Circuito equivalente de la membrana

La relacién anterior entre corrientes, voltajes y resistencias o
permeabilidades puede también ser representada como un circuito equivalente
que incorpora los elementos correspondientas a cada ion y la ATPasa Na*/ K. (E|
mantenimiento de la distribucién idnica transmembranal, requiere procesos activos
que consumen energia en forma de ATP para volver a implementar los gradientes
ibnicos. La ATPasa es una bomba o transpoertador activo que contribuye en parte
al mantenimiento del potencial de membrana). Debido a que para cada especie
idnica hay una via de permeabilidad independiente (canales idnicos selectivos), a
cada ion se le asigna su propia bateria que representa la fuerza impulsora, y cuya
polaridad refleja la direccién en la que fluye la corriente. Ver figura 1.3 Por su
misma independencia, la bateria se conecta en paralelo. Ademas, la
permeabilidad restringida en ia membrana a iones requiere que cada bateria sea
conectada en serie a una resistencia eléctrica, que representa el reciproco de la
conductancia. Mientras que la resistencia al flujo de K' es relativamente baja
{permeabilidad alta), la resistencia al flujo del Na*, es comparativamente grande
(permeabilidad baja). El gradiente de CI” se representa de modo similar, si bien
debido a su carga negativa el sentido en el que se representa la bateria del Cl" es
inverso al de la bateria de Na®, aungue el movimiento de ambos iones sea en Ja
misma direccién. Al modelo se le afiadiran las bombas de Na'y K.
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Figura 1.3 Modelo eléctrico de la membrana en reposo.

{

La conducta de la membrana esludiada hasta ahora contempla las
corrientes idnicas en condiciones de reposo. Sin embargo en células excitables la



estimulacién de ta membrana mediante la inyeccidn de corriente da lugar a
respuestas que requieren un analisis detallado. Se generd un modelo en el que las
fuerzas electroquimicas y las permeabilidades ionicas de la membrana se
representan con baterias y resistencias. A partir de esto, se afadira un nuévo
componente Ja capacitancia, y se simplificara el circuitc para analizar de que
manera respoende a la inyeccidn de corriente.

1.4.4 La resistencia membranal Rm

Ya se comentd que la membrana en reposo ejerce una resistencia al flujo
de comiente. A la resistencia global de la membrana se le ilama resistencia
membranal (Rn). Fisicamente r, procede de la estructura lipidica de la membrana
que es hidrofébica, y de las conductancias basales de los diferentes iones. Estas
conductancias en reposo son por lo general pequerias excepto para el K’ y el Cl'y
se debe a la apertura y ciemre de los canales idnicos en reposo. Si todos los
canales iénicos permanecieran cerrados en reposo, rm seria practicamente infinita
y por lo tanto no habria corriente transmembranal.

Los valores de rp dependen del tamafio celular. A mayor superficie
membranal mayor nimero de canales y, por lo tanto, menor resistencia
{suponiendo que un nimero de canales constantes por unidad de superficie). La
resistencia membranal medida en el cuerpo de las ¢células de distintos diametros
es muy variable.

Es necesario recordar que el citoplasma no es un conductor perfecto, sino
que ejerce una resistencia al flujo de comiente. La resistencia del citoplasma
también se conoce como resistencia intema (r). Aunque sus valores son
pequefios (de 70 a 300 Q aproximadamente) comparados con los de m, si afectan
las mediciones electrofisicldgicas, ya que al inyectar corriente en una neurona e
fluye a través de rn ¥ ri. Por ello los cambios de voltaje al inyectar corriente reflejan
la combinacion de estas dos resistencias, conocida como resistencia de entrada.
Podemos entonces aplicar la ley de Ohm para relacionar el voltaje y la corriente
transmembranales:

lentrada = VM/ |,

donde

Fentrada = 0.5 (rmn)*?

1.4.5 La capacitancia membranal Cm

Desde e! punto de vista eléctrico la interfase entre la bicapa lipidica de la
membrana celular y las soluciones interna y externa afade un elemento nuevo al
circuito: el capacitor. Este es un elemento eléctrico formado por un material no
conductor {comc la propia bicapa lipidica}, que separa & dos elementos



conductores, como las soluciones intra y extracelulares. Este capacitor esta
conectadc en paralelo con los otros elementos membranales y produce efectos
nolables en la respuesta membranal.

Los capacitores almacenan energia. Por esta razén su carga no es instantanea,
como en el caso de {a resistencias, sinc que su curso temporal depende de su
propia capacidad de almacenar cargas. La comiente que fluye a través de un
capacitor depende de {a tasa del cambio del voltaje, y se expresa como.

I.=C{dV / dt).

Debido a que la corriente es a su vez una derivada de la carga entre el voltaje,
I=(dq / db),

Podemos combinar las dos ecuaciones para definir la capacitancia;

=q/V.

O sea que la capacitancia nos indica cuanta carga se puede almacenar en un
cierto voltaje. Las unidades de capacitancia son los faradios (F) y en elementos
eléctronicos convencionales se expresan como microfaradios (uF), nanofaradios
(nF), o picofaradios {pF).

Debido a su capacidad de almacenar cargas, la capacitancia da a la sefial
caracteristicas temporales que son relevantes para el manejo de la sefal en
células excitables. La capacitancia membranal Cm proviene de la bicapa lipidica
no conductora, que separa al citoplasma del medio externo, siendo ambos
conductores. El valor de Cr, se ha medido en distintas células y se ha llegado a la
conclusién de que es constante, con un valor cercano a 1pf/ em?. Por esta razon,
conociendo Cr, se puede determinar la superficie membranal de 1a célula.

1.4.6 El circuito RmCm (resistencia membranal y capacitancia membranal)

El modelo eléctrico de la membrana de una célula esférica en reposo puede
simplificarse al expresar todas las resistencias mediante una sola; la interaccion
entre Ja membrana y las soluciones intra y extracelulares sera representada como
un capacitor; conectado también en paralelo como se muestra en |a figura 1.4. El
voltaje transmembranal s el mismo en todos |05 sitios de la célula, Esta condicion
no se cumple en células con geometrias cilindricas, como las dendritas o axones
neuronales, o en células musculares.
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Figura 1.4 Muestra el circuito eléctrico equivalente de la resistencia y capacitancia de la membrana.

La combinaciéon RmCm en paralelo adquiere la propiedad de un filtro que
elimina las sefiales eléctricas rdpidas, o sea de alta frecuencia. Por esta razén se
le conoce como filtro *pasa bajos”. Si se inyecta a la membrana un pulso cuadrado
de corriente el cambio de voltaje depende exponencialmente del tiempo. El tiempo
que tarda el voltaje en hacerse estacionario depende del producto RmCm.

Se analizard el curso temporal de esta respuesta a partir del flujo de
corriente a través de los componentes del circuito RmCm en el momento en que
termina el pulso de comiente (I, = 0). En ese momento una parte de la corriente
fluye a través del capacitor y la otra a fravés de la resistencia membranal.
Podemos entonces expresar a la corriente membranal como la suma de las
corrientes capacitiva (l) y resistiva (Ir), dando lugar a la siguiente ecuacién;

Im= lec + Ir = Cm (dvidt} + (V/IRy) =0
Si dividimos entre Cmtenemos que:
I = (dv/dt) + (V/ R Cm) = 0

La resultante es una ecuacion diferencial de primer orden cuya solucién nos
muestra que, al término del pulso de corriente, el voltaje membranal decae a lo
largo del tiempo en forma exponencial:

V(t) = Vof-u RmCm

Donde Vg es el voltaje en funcién del tiempo: Vo es el voltaje inicial de la
membrana; ¢ es la base de los logaritmos naturales (¢ = 2.73) y t es el tiempo. A
primera vista podemos evaluar la ecuacidn a tiempo cero y & un tiempo
infinitamente largo. Cuando el tiempo tiende a cero, V ¢ = Vy; cuando el tiempo
tiende a infinito, V o = 0.

1.5 El potencial de accion

Una vez que {a amplitud de las respuestas membranales ante un estimulo
sobrepasa cierto nivel llamado umbral, las respuestas dejan de ser graduadas
para convertirse en impulsos “todo 0 nada” de amplitud fija, llamados potenciales
de accién o impulsos nerviosos. (Fernandez, de Miguel. 1998)



La mayor parte del trabajo en electrofisiclogia que se hizo a partir de los
30's estaba principalmente dirigido a tres objetivos: a) caracterizar mejor las
propiedades del impulso nervioso por medio de una mejor instrumentacién; b)
entender el significado fisiolégico del potencial de accién, esto es el papel de las
fibras nerviosas como acarreadoras de informacion, y ; c) elucidar la esencia del
impulso nervioso, esto es, la fisica y la quimica de Ja excitacion.

Asi mismo, experimentos realizados en los anos 30's por Cole y Curlis,
mostraron que durante el impulso nervioso hay una caida drastica de la resistencia
membranal, de alrededor de 2000 (Ycm? Sin embargo, era notorio que el
potencial de accion no sélo llegaba a los 0 mV, sino que se hacia positivo, en
contraste con lo que se esperaria si $& tratara de un cortocircuito simple.

1.5.1 La amplitud del potencial de accién.

En reposo la permeabilidad al Na* es muy pequefia comparada con la
permeabilidad al K*. Sin embargo, la fuerza electroquimica que impulsa al Na* &
entrar a la célula es enorme, por lo que si su permeabilidad se incrementa y
sobrepasa la permeabilidad al K, el flujo de Na* at interior haria que el potencial
de la membrana se aproximara a Ens.. A partir de esa idea, Hodgkin y Katz ,
realizaron experimentos estimulando eléctricamente al ax6n de calamar gigante
con diferentes concentraciongs externas de Na’. La conclusion de esos
experimentos fue que, para que se diera el potencial de accion, la permeabilidad al
Na® debia aumentar significativamente y sobrepasar con mucho a la del K*. La
entrada de Na* al interior de la celular acarrearia las cargas positivas necesarias
para dgspolarizar a la célula y ocasionar la fase de ascenso del potencial de
accion.

1.5.2 La reconstruccion del potencial de accion.

Hodgkin v Huxley plantearon una ecuaciéon que deberia predecir la forma y
duracion del potencial de accién. La ecuacién se fundamenta en que la corriente
membranal es la suma de las corrientes idnicas individuales, la corriente
capacitiva y la corriente de fuga, por lo que la ecuacién quedaria de la siguiente
manera:

v
Im= C?JT + & cmm (B = Ep 1+ 8 gy (Em— Ey )+ g (Em - EI)

Donde gu(Em-E,) es la comriente de fuga. A partir de una solucién mas elaborada
de esta ecuacion, baséndose en las propiedades de cable del axdén, Hodgkin v
Huxley calcutaron el cambio de voltaje que la corriente producia a lo largo del
tiempo.

Al reconstruir 12 forma del potencial de accion a partir de las conductancias
a Na* K' en base al voltaje y al tiempo, demostraron que el impulso se debe a
estas dos corrientes idnicas donde la entrada de Na* produce la despolarizacion
rapida de la membrana y la salida de K* junto a ta inactivacion de corriente de Na°,
la repolariza’®



Una vez que ya se explicd como se comportan las células, sus membranas,
Su composicion de elementos idnicos, su flujo de corrientes idnicas, y su modelo
eléctrico; hablaremos de la manera en como se comunican intercelularmente para
concluir el proceso de lo que implica un registro intracelular. A continuacion se
revisan algunos de estos conceptos.

1.6 Sinapsis eléctricas y quimicas

Las conexiones gue una neurcna establece con otra neurona, con fibras
musculares o con celulas secretoras se llaman sinapsis. Existen dos tipos de
sinapsis: eléctricas y quimicas. Ambas se distinguen entre si por su morfologia y
sus mecanismos de funcionamiento. En las sinapsis eléctricas, la corriente se
propaga directamente de una neurona a la otra a través de poros que comunican
los espacios intracelulares de ambas células. En las sinapsis quimicas, la llegada
de impulsos a la terminal de una célula (terminal presingptica) produce la
liberacién de transmisor al espacio extracelular y su reconccimiento por ta terminal
de [a célula contigua (postsindptica). En las sinapsis quimicas, la célula
postsindptica se puede excitar o inhibir. A continuacion describiremos algunos
aspectos de las sinapsis quimicas y las sinapsis eléctricas.

1.6.1 Sinapsis eléctricas

En el sistema nervioso, a las uniones eléctricas se les llama sinapsis
eléctricas. Estas participan en 1a generacion de respuestas conductuales rapidas,
que son determinantes para la sobrevivencia del animal.

La caracteristica méas sobresaliente de las uniones eléctricas es que la
corriente se propaga directamente y sin retardo de una célula a la siguiente.

Entre sus funciones estadn mediar respuestas sincrénicas de células excitables en
tejidos como el corazén y el sistema nervioso y posiblemente el pasc de segundos
mensajeros de una célula a las otras.

Las sinapsis eléctricas también permiten la propagacién de potenciales
sindpticos de una neurona a la contigua, de manera que la actividad sinaptica
puede ser compartida y en algunos casos permiten una comunicacién eficiente a
bajas temperaturas.

Las sinapsis eléctricas se forman en estrechamientos del espacio
intermembranal. En estos sitios, hay poros llamados conexones que atraviesan
ambas membranas, permitiendo la propagacién de la corriente de una célula a la
otra. Los conexones son canales protéicos, cuyo centro forma un canal que
permite el flujo de iones y moléculas de tamafio menor o igual al de la glucosa.
Vistos desde la cara interna de la membrana, los conexcnes tienen apariencia
hexagonal. Esto se debe a que cada membrana contribuye al conexén con seis
subunidades que se ensamblan formando un hexagono con un poro en el centro.
La cara extracelular de las seis subunidades de cada membrana queda en
contacto con la de sus homédlogas de la membrana contigua. De este modo,
ambas células contribuyen de manera equitativa al conexon. En las sinapsis
eléctricas no ha sido posible determinar por métodos morfoldgicos la presencia de
terminales pre o postsinapticas.



1.6.2 Sinapsis quimicas

En 1950, Bernard Katz y Paul Fatt hicieron una observacion en la placa
neuromuscular de la rana que constituyd un parteaguas para el entendimiento de
los mecanismos de la transmisidn sindptica quimica: en ausencia de estimulacion
hay pequenas despolarizaciones espontdneas en el potencial de membrana de la
fibra muscular postsindptica. La amplitud de estas despolarizaciones varia de
manera escalonada, con una desviacidn estandar de aproximadamente 10%. Katz
y sus colaboradores interpretaron estas fluctuaciones como la respuesta
postsinaptica a la liberacidn espontdnea de paquetes de acetilcolina. A estos
paquetes de contenido regular se les llamé cuantos y los potenciales
postsinapticos producidos por un cuanto fueron llamados potenciales miniatura.
Por lo tanto, el cuanto seria la unidad que compone al potencial sinaptico, de
manera que un impulso sincronizaria la liberacién de multiples cuantos.

Los estudios del grupo de Katz se llevaron a cabo en la placa
neuromuscular de la rana o en la sinapsis gigante del calamar. Ambas son
sinapsis periféricas especializadas en dar respuestas rapidas, todo ¢ nada y con
mecanismos plasticos restringidos. Algunos de los postulados de la teoria cldsica
se han extendido a otras sinapsis; otros se han modificado de acuerdo con la
especializacion neuronal. Una caracteristica de las sinapsis quimicas es que entre
la llegada del impulso a Ja terminal presingptica y la liberacion, hay una latencia
conocida como retardo sin&ptico. Este retardo varia entre 0.2 y 1.5 milisegundos
de una terminal a otra y se debe fundamentalmente a la latencia de apertura de
los canales de calcio.?

1.6.3 POTENCIAL SINAPTICO

Cuando el flujo de iones a través de receptores ionotrépicos genera una
corriente transmembranal que cambia el potencial de la membrana neuronal se
habla de un potencial sinaptico.

La forma y duracion de los potenciales sinapticos en el sitio de origen
dependen de: a) las propiedades cinéticas de apertura y cierre de los canales
receptores y b) el tiempo en el que el transmisor permanece en el espacio
intersinaptico.

1.6.4 Mecanismos de integracién en neuronas.

Las entradas sindpticas se establecen predominantemente en las
arborizaciones dendriticas neuronales y se requiere que los potenciales sinapticos
se propaguen pasivamente desde las dendritas hasta el cono axonal, en donde se
producen los impulsos. Para integrar la informacion sindptica, las neuronas
establecen un compromiso entre la cinética de los potenciales sinapticos, las
propiedades de su membrana y la geometria de sus arborizaciones.

1.6.5 Cinética del potencial sinaptico directo.

Por las propiedades de filtracién de la membrana, la forma y duracion del
potencial sindptico son relevantes para el procesamiento de informacién neuronal.
Las sefiales rapidas son mas afectadas por la filtracién que las lentas. Por ello,
para entender la integracion neuronal es importante conocer los mecanismos de



procesamiento de senales. Los potenciales sinapticos directos tienen crecimiento
rapido de 0.1 a 2 milisegundos. E! bombardeo simultaneo de los receptores
postsindpticos induce el paso sincrénico de los canales del estado cerrado al
estado abierto. Esto define el tiempo de subida del potencial sindptico. La fase de
caida del potencial sinaptico se inicia cuando los canales se encuentran abiertos y
el transmisor es removido del espacio intersindptico por transportadores o
enzimas. En este momento, los canales empiezan a cerrarse. L.a constante de
tiempo de caida del potencial sinaptico es igual a la constante de tiempo de cierre
de los canales.

1.7 Microelectrodo y su modelo eléctrico.

El microelectrodoe es el transductor que convierte corriente eléctrica en
corriente idnica y viceversa . En la electrofisiologia son usados diversos tipos de
electrodos, pero los mas comunes son los de plata clorurada (cloruro de plata).
Estos microelectrodos estan conformados por un tubo capilar de vidrio que le da
cuerpo al microelectrodo, y en el interier se tiene una seclucién salina y alambre de
plata clorurada,

La relacion lineal entre la diferencia de potencial y el flujo de corriente como
lo describe la ley de Ohm se aplica a soluciones acuosas idnicas. La conductancia
de la solucion es 1a suma de las conductancias contribuida por cada especie de
ion. Cuando la comriente fluye a través de un canal ibnico, éste es acarreado
selectivamente por su comespondiente ion en la solucidn. La corriente es
acarreada por lo menos por dos tipos de iones {un anién y un catién)

L2 conductividad de una disolucion electrolitica depende de la naturaleza y
la concentracion de las especies que aparecen como solutos en la disolucion. Asi
mismo, esta conductividad depende de la concentracion de los electrolitos, en
gran parte porque esta concentracién determina el ndmero de iones en un
volumen determinado de la disclucién contenida entre los electrodos.

Estos microelectrodos forman un filtro pasa bajas formado por la alta
resistencia del microelectrodo y la capacitancia generada por la solucién dentro
del tubo capilar, la pared de vidrio de la micropipeta y la solucién del bafio, En la
figura 1.5 se muestra el circuito eléctrico del microelectrodo.

A B

gl ——f

loce

Soiucidn tabna
KCIam

Re
Figura 1.5 Muestra al microelectrodo (A). Circuito eléctrico del microetectrodo y fuente de comriente
ideal {B)



Como se requiere inyectar corriente a la célula desde el interior del
microelectrodo, podemos agregar una fuente de corriente ideal al modelo eléctrico
del mismo como puede verse en la figura 1.5 (B) y realizar un anélisis en la
frecuencia a este circuito.

El circuito eléctrico de la figura 1.5 B puede ser representado por su circuito
equivalente como se muestra a continuacion en [a figura 1.6.
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Figura 1.6 En la figura A puede observarse el circuito RC donde fos puntos a y b separan el circuito del
capacitor del la fuente de comiente y !a resistencia, y en la figura B se representa ef circuito equivalente de
Thevenin del circuito de la izquierda.

Para poder calcular el circuito equivalente de Thévenin, es necesario
calcular su voltaje y resistencia de Thévenin. Para ello dividimos el circuito
izquierdo de la figura 1.6 por medio de los puntos a y b; para encontrar el
equivalente de Thévenin ponemos la fuente de comriente en circuito abierto y
vemos |a impedancia que existe de [os puntos a y b hacia la fuente, en este caso
R que sera la resistencia de Thevenin, para calcular el voltaje de Thévenin
tendriamos que ver el voltaje que se encuentra entre los puntos A y B, que en este
caso esta dado por el producto de la fuente de corriente por la resistencia , una
vez calculado el voltaje y la resistencia de Thévenin podemos plantear el circuito
equivalaente como se muestra en la figura 1.6 B.

Del circuito equivalente tenemos que:

ZcVih

V:V‘:

e Y R+Ze
1

Vo __jaAfC

Vih  p, 1

J2fC
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1
Yo  j2afC

Vth  j2mRC+1
J2AC

Yo 1

Vih 1+ j2nfRC

como @ =27 y Vo es el voltaje a la salida mientras que Vth es el voltaje a Ia

entrada. Esta Gltima ecuacién es una relacion entre |a salida y la entrada, es decir
una funcién de transferencia, la cual podemos rescribir de la siguiente forma .
1

1+ JoRC
. 1
St @, =% entonces

H=—"

, o
1+ j—
@y

como vemos esta funcion de transferencia esta en funcion de la frecuencia.

. L . . . Vo
La respuesta en frecuencia del circuito describe Ja razon de magnitud de 17(‘ y de
m
los desfasamientos a medida que @ se incrementa.

Entoncss para analizar la respuesta en frecuencia de la Ultima expresion
i

2
1+ (ﬂJ
@,

tenemos que H=

@
¢=—tan" =

@,

Si evaluamos la ecuacion de la magnitud en funcién de @ podemos
Fgenerar la siguiente tabla.

olwe Magnitud de H Hdb Fasede Hen®
0.1 0.995 -0.0435 5.7

0.5 0.89 -1.0121 -26.6

0.764 0.79 -2.0474 -37.4

1 0.7 -3.0980 -45

1.31 0.6 -4.4369 -52.6

2 0.44 -7.1309 -63.4

5 0.19 -14.4249 -78.7

10 0.1 -20 -84.3
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Ahora estos valores representados de manera grifica quedan de la
siguiente manera:

H
1.4
14
0.8
0.8 4
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4
0.3 4
0.2 4
0.1
0 T
0.1, 10, 10w,
B Hdb
o
-5
-10 i
-15 |
=20 1
.25 4 ‘
0.1, @, 10w,
1]
20
40 |
+60
-80
=100 T
01, 1w, 10 @,

Figura 1.7 La gréfica A nos muestra la magnitud de la salida en funcién de la frecuencia, la grafica B la
magritud en decibeles contra la frecuencia y la grafica C nos muestra el desfasamiemto en funcién de la
frecuencia,

Como puede verse, en las graficas A y B, H disminuye conforme aumenta la
frecuencia (estas graficas estan normalizadas en funcion de la frecuencia de corte

@, ), cuando tenemos una frecuencia de 10 o, la sefal se atenua hasta un valor

de 0.1 o en —20 dB, comportamiento tipico de la funcién de transferencia que
representa al circuito RC es un circuito paso bajas.
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Para tener una idea del intervalo que puede tomar la frecuencia del corte

dsl microelectrodo veamos |a siguiente tabla; recordarndo que:

1
=2 |
@y =27 e
1
Je = 22RC
C=10pF
R f
R1OM 1591.5 Hz
R20M 795.77 Hz
R30M 530.5 Hz
C=5pF
R f
R10M 3183.1 Hz
R20M 1591.54 Hz
R30OM 1061.033 Hz

De estas dos tablas observamos que conforme aumentan la resistencia y la
capacitancia de! electrodo, reduce el ancho de banda del filiro paso bajas que se

forma por la resistencia y capacitancia del microelectrodo.

Por lo tanto, para poder aumentar el ancho de banda del filtro paso bajas y
por ende la velocidad de inyeccién de corriente y velocidad de registro de!
amplificador es necesario eliminar el efecto del capacitor de! microelectrodo y

todas las capacitancias a la entrada del amplificador.
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CAPITULO 2

DISENO Y CONSTRUCCION DE UN AMPLIFICADOR PARA
REGISTRO INTRACELULAR

2.1 El seguidor de voltaje

Para el disefio del amplificador de registro intracelular se utiliza como
transductor un microelectrodo de alta resistencia el cual tiene como funcién el
convertir una corriente ionica en una corriente eléctrica y viceversa.

Para poder registrar la diferencia de potencial en el interior de la célula, el
microelectrodo se introduce en el interior y el otro lado del microelectrodo se
acopla a un amplificador operacional en configuracién de seguidor. El amplificador
en configuracién de seguidor nos proporciona una impedancia de entrada alta
(aprox 10'? ohms) lo que permite un acoplamiento adecuado de voltaje con la
resistencia del microelectrodo.

En un amplificador operacional en configuracion de seguidor de voltaje se
cumple que el voltaje a |a salida es igual al voltaje de entrada, puesta en forma de
ecuacion nos queda.

Vo=Vin

Ademas la commiente a la entrada del amplificador es igual a cero, lo que
implica que no existe una caida de potencial a través de! microelectrodo y por lo
tanto en ambos lados del microelectrodo el potencial es el mismo, es decir, el
potencial de la célula; de tal manera que el voltaje a la salida del seguidor sera el
voltaje de la célula.

Fisicamente este seguidor se encuentra montado en el circuito impreso de
un cabezal y la forma en que se conecta el microelectrodo con la entrada del
amplificador operacional es a traves de un conector BNC; cabe mencionar que ¢!
chasis de este conector estd conectado a una guarda la cual tiene el mismo
potencial de la célula, con la finalidad de reducir capacitancias parasitas a la
entrada del amplificador y reducir el ruido.

Este amplificador operacional en configuracién de seguidor debe ser de bajo ruido.

En la figura 2.1 se muestra el diagrama del seguidor con la guarda
conectada al chasis def conector BNC, el microelectrodo conectado al seguidor v
al interior de la célula.
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Figura 2.1 En [a figura se muestra un amplificador en configuracién de seguidor acoplade a un microelectrodo
de alta resistencia, ¢l seguidor contiene una guarda para reducir las capacitancias parasitas en la entrada.

Las sefiales que pedemos medir con un amplificador de registro intracelular
son el potencial de membrana, los potenciales sinapticos y los potenciales de
accién.

El potencial de reposo de las células nerviosas de la sanguijuela se
encuentran alrededor de los —50 mV, los potenciales sinapticos miniatura miden
alrededor de 0.5 mV y estan montados sobre el potencial de reposo de la célula.
Esto puede observarse en la figura 2.2 que muestra de manera grafica este tipo de
sefales con sus respectivas mediciones reales.

Potenciales sindpticos

Potenciales
-54mV e de accidn
truncados
ifiotencia] de
€poso
smv P
300 ms

figura 2.2 Un potencial de reposo de -54mV y montado encima de éste potenciales singpticos tipicos y un
potencial de accion. (Tomado de Fernandez de Miguel 1996).



2.2 Convertidor de voltaje-corriente

De la figura del seguidor vemos que este circuito es capaz de registrar el
voligje intracelular tomando como referencia el medio extracelular. Sin embargo se
tiene la necesidad de inyectar corriente a! interior de la célula y registrar el voltaje
en respuesta a ese estimulo.

Debido al tamafo de las neuronas en estudio de alrededor 100 4 m de

didmetro con una capacitacia de membrana cercana a 30.0 nF (considerando una
neurona esferlca y sabiendo la capacitancia especifica de las células es de
t uFiem®® y a la necesidad de seguir la dinamica del sistema, es necesario
inyectar grandes cantidades de corriente en periodos breves. Asi mismo, la
inyeccion intracelular de colorantes requiere de pulsos prolongados de varios
nancamperios.

Por lo tanto, se requiere tener la capacidad de inyectar corriente de +/- 1 nA
o +/-10 nA ademas de poder inyectar corriente de una fuente externa. Por lo que
es necesario una fuente de corriente para estimular a la célula a través del
microelectrodo. La comiente de esta fuente debe ser independiente de la
resistencia del microelectrodo.

Para resolver este problema se utilizd un convertidor de voltaje a corriente
conacido como puente activo como se muestra en la figura 2.3, que inyecta
corriente al microelectrodo a través de una resistencia, la cual en uno de sus
extremos tendra el voltaje del electrodo (Ve) y en el otro extremo tendrd al voltaje
del electrodo (Ve) mas una parte proporcional del voltaje de controt (Veonra). Estos
dltimos (Ve + K Veoura) 500 generados por ef puente active.

Ahora para saber cuanta corriente fluye a través de la resistencia, puede
calcularse por medio de la ley de Ohm quedando de la siguiente manera;

Ve+KV_ 4 )-Ve=R_ p1zal
Simplificando esta ultima expresién y despejando la corriente nos queda:

R

rensibildod

La figura 2.3 ejemplifica el concepto de un puente activo que genera la corriente
que fluira a través de la resistencia del microelectrodo hacia la célula,

Ve

Ve

\
/

Rsensibilidad

_ﬂ’m.eﬂﬂ_
thz\ sbrhdad

I=

& Vcontrol

Ve+KVcontrol

2.3 Funcionamiento de un puente activo usado para convertir una sefial de corriente en una de voltaje
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Para disefiar el puente activo, utilizamos un amplificador operacional en
configuracidn de diferenciador con dos ganancias diferentes entre ambas entradas
como puede verse en la figura 2.4

Rf
A

Vla—-r'\{/l\f

V2 g-AnAr—

RE iRl

Vo=vV2~ (Rf/R1)V1

2.4 Circuito diferencial con diferente ganancia en cada entrada

Para demostrar la ecuacién que define la funcidn det circuito mostrado en la
figura 2.4 aplicando el principio de superposicion, tenemos que el voltaje a la
salida es la suma del voltaje a la salida debido a cada entrada en forma
independiente, esto es:

Vo =Vo +V5,
Es decir, el voltaje a la salida es igual al voltaje a la salida debido a V1 mas el
voltaje a la salida debido a V2.
El voltaje de salida debido a V1 se calcula eliminando el efecto de V2 {para

eliminar el efecto de las fuentes de voltaje, se cortocircuitan ) por io que &} circuito
quedaria en configuracion de amplificador inversor y por lo tanto:

R
Vo = =2 V1
R,

De igual forma para calcular la salida debido a V2 eliminamos el efecto de
V1y el circuito quedaria en configuracion de amplificador no inversor, por lo tanto:

(l-k—k T J 2

reduciendo la expresion anterior:

Vy, =12
por lo tanto:

27



Rf
V,=v2--Lyi
R

Si de la configuracién del circuito anterior V2 es conectada a la salida del
seguidor, y la salida de! circuito diferencial se conecta a la entrada del seguidor a
través de una resistencia de sensibifidad (Rsensiiias) COMO Se representa en la
figura 2.5 en la cual se observa que la comriente que circula por la resistencia de
sensibilidad (Ruensibiaas) S€ré igual a la corriente que circula por la resistencia del
electrodo (Re), generando asi una caida de potencial en dicha resistencia. Este
voltaje del electrodo estard presente a la entrada del seguidor y por ende a la
salida del mismo, el cual entrard al puente activo para salir amplificado con una
ganancia unitaria.

Por ofro lado, €l voitaje V1 se llamara voltaje de control {Veonwrat). Al aplicario
a la entrada negativa del puente activo a través de R1, pasard a la salida del

Bf

puente activo multiplicado por un factor de X = TE

Tomando en cuenta ambas entradas, la salida total del circuito puente activo sera:

Ve- Rf
Rl
La corriente que pase a través de la resistencia de sensibilidad estara dada
por la diferencia de potencial en sus dos extremos dividido por la resistencia de
sensibilidad, expresado mediante la ley de Ohm tenemos que:

[VE - %Vm:' -Ve= anubd:dadl

&
1 | control
[-_Rl
R iitidas
Ve . : & 1— e
‘{ ITé Rscnsibitidad 2 R
= R1
RfV 6 / 3 —W—‘_—l--
R] conirol \ : —As V1 V‘rm!mf
R1
A
Rf

La figura 2.5 muestra € circuito puente activo como convertidor de voltaje corriente para hacer pasar una
corfiente independiente de fa resistencia del microelectrodo.
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El signo negative nos indica que la corriente fluye en sentido contrario al
dibujado en la figura, por lo tanto si queremos que la corriente fluya en el sentido
indicado en la figura Veonral debera ser negativo.

De ia ultima expresidn vemos que la corriente depende de los valores de las
resistencias y el voltaje Veontror.

En el disefio del amplificador se fijaron los valores de Rf=10KQ vy
R1=1K}{estas resistencias son de precisidn al 1%) quedando la ultima ecuacidn
como:

I - 0 1(_' an:rv!)

R sensibilidad

de esta Ultima expresion tenemos que la comiente depende del valor de Ve que
es el voltaje a la entrada dei amplificador (que esta limitado por el voltaje de
alimentacion del mismo entre +/- 15 V) y del valor de la resistencia de sensibilidad,
si deseamos pasar una cofriente de 1 nanoamperio por cada 10 mV el valor de
Rsensibidad S€r4 de 1M Q.

De esta forma si deseamos pasar una corriente de 10 nA el voltaje de
Veontrat debera ser de -100 mv.

La corriente méxima que podemos inyectar a la célula depende del valor
maximo de vollaje que podamos aplicar en Vet ¥ de! valor de la resistencia del
microelectrodo. La figura 2.6 muestra el circuito del convertidor de voltaje
corriente.

1K

Voltaje de controi
de corriente

2.6 La figura muesira un circuito real para poder inyectar comiente el interior de Iz célula
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Si el convertidor de voltsje a corriente recibe del control de inyeccidn de
corriente un voltaje hegativo esto generara una inyeccion de corriente positiva que
hiperpolarizara la célula y por el contrario si recibe un voltaje positivo se inyectara
corriente negativa que despolarizara la célula.

Las necesidades requeridas en la inyeccién de cormriente del amplificador de
registro intracelular es que tenga una capacidad de inyectar corriente de +/- 1nA o
10 nA ademas de poder inyectar corriente de una fuente externa.

Para lograr estos objetivos se disefd el circuito mostrado en la figura 2.7 &l
cual se explica a continuacion.

90K  voltaje de control

para la inyeccitn
?(CE 100 K N de corriente

OAOCZ
10K |
1 nA 5K Pot2
o— 100 K
Selector 2 I 10 nA

Diagrama 2.7 para generar el voltaje de inyeccién de corriente. El selector 1 selecciona que tipo de
corriente se va a inyectar, el selector 2 selecciona el intervalo de corriente que serd inyectada. /, es la
entrada para una estimulacion externa.

El voltaje de control para la inyeccién de corriente tiene dos amplificadores
operacionales de bajo ruido etiquetados como AQct y AQc2, el primero tiene
como objetivo convertir un voltaje de 0 a +~ 15 V en un rango de voltaje de 0 a +/-
1 Vode0a +- 100mV (segin se seleccione la ganancia del amplificador
operacional) mientras que el segundo amplificador recibe la salida del primero
para atenuarlo por un factor de 0.1 ademas de recibir de forma diferencial la sefial
de estimulacion externa y también atenuandola por el mismo factor.

Por medio del selector1 seleccionamos tres opciones de voltaje de
alimentacion las cuales realizaran las siguientes funciones:

1.- Si el selector selecciona +V (+15 V) inyectara corriente negativa
despolarizante.

2.- Si el selector 1 selecciona Gnd (0 V) no inyectara corriente.

3.- Si el selector 1 selecciona ~V (-15 V) inyectara corriente positiva
hiperpolarizante.
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El voltaje seleccionado por el selector 1 alimentara al potenciometro P1
(Este potenciometro es el contro! para inyectar corriente en un rango de 0 a 1
nanoamperios o de 0 a 10 nanoamperios segun la posicién del sefector 2) que
funciona como divisor de voltaje variando de 0 a 15 Volts, a su vez alimenta a la
entrada del amplificador AOc1 a través de una resistencia de 1.5 MQ.

El amplificador operacional AOc¢1 estd en configuracidén de inversor, al cual
se le puede seleccionar la ganancia a través del selector 2 que selecciona la
resistencia de realimentacion.

Sabemos que para un amplificador operacional en configuracion de inversor
se cumple |a siguiente ecuacion:

Vo =—&Vin
Rl

para este caso tenemos qué el voltaje maximo que entra al amplificador es el de la
fuente +~ 15 V el cual puede ser dividido por el potenciometro 1 para ser
alimentado a través de la resistencia de 1.5 MQ (o un arreglo de resistencias que
cumplan con este vator)

Considerando lo anterior, del diagrama vemos que si la resistencia de
realimentacion seleccicnada por el selector 2 es de 10 KQ, de la férmula
tenemos que:

Vo = ——ﬂISV = 100mV
1.5M

Este voltaje de 100mV alimentara al amplificador AQc¢2 que lo atenuara por
un factor de 0.1 para obtener a |a salida un voltaje de control de 10 mV lo que
generara una comriente de 1 nA.

Cabe mencionar que el valor de resistencia de 10 KQ estd dado por una
resistencia de 5.1KQ en serie con un potenciometro de 5KQ, el cual es ajustado
a un valor de 4800 Q. EIl potenciometro 2 nos permite calibrar la ganancia y
ajustar la salida del amplificador AQc1 en 100 mv.

Si el selector 2 selecciona como resistencia de realimentacion la de 100
KQ tenemos que:

Vo = —%ISV =1
1.5M

Este voltaje de 1V alimentara al ampiificador AGc2 que lo atenuara por un
factor de 0.1 para obtener a la salida un voltaje de control de 100 mV lo que
generara una corriente de 10 nA.

Los amplificadores utilizados tienen dos entradas para compensar su propio
voltaje de corrimiento, para lo cual se conecta el potenciometro 3 de 10 KQ en las
terminales 5 y 1 como puede verse en el amplificador AQc1,
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El amplificador AOc2 esta compuesto de dos configuraciones basicas, la de
un sumador inversor y la de un inversor diferencial. La sena! de salida del
amplificador operacional AOc1 es atenuada por un factor de 0.1 por la
configuracién operacional AQc2 y sumada a una sefnal externa que entra de forma
diferencial a través del conector BNC que se muestra en la entrada de AQc2. En
en la figura 2.8 se muestra el circuito operacional en configuracién de amplificador
diferencial.

Vo = RffR1 (V2-V1)

FIGURA 2.8 Amplificador operacional en forma diferenciat.

Cabe mencionar que un amplificador diferencial resta de la senal de la
entrada positiva a la sefial de la entrada negativa y la diferencia la amplifica por el
factor dado por la relacion de Rf/R1, el utilizar un amplificador de forma diferencial
ayuda a disminuir e! ruido de modo comin a las entradas.

2.3 Monitor de Corriente

Como herramienta de control es necesario que el amplificador de registro
intracelular tenga una salida en la cual se pueda monitorear la cantidad de
corriente inyectada al interior de la célula, los amplificadores del laboratorio
cuentan con esa salida pero la sefial monitoreada es muy peguena por lo que en
necesario agregar una etapa de amplificacion.

El monitor de corriente estd formado por un amplificador inversor con
ganancia de 10. Como puede verse en la figura 2.9 este amplificador es
alimentado por el voltaje de control de corriente. Como el cabezal tiene una
sensibilidad de 10 mV / nA, que son generados por el voltaje de control de
corriente, con base a i anterior entonces cada 100 mV medidos a la salida del
monitor de corriente se debera interpretarse como 1 nA de corriente.

100 K

Voltaje de Control
para Corriente

Monitor de Comiente

Figura 2.9 Circuito para monitorear la comiente.
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La salida del amplificador AOmc tendra la misma forma de la sefial de corriente
inyectada debide a que el voltaje de control es de signo contrario al de ia sefiat de
corriente inyectada.

2.4 Compensacion de efectos capacitivos

En el punto anterior definimos el mecanismo para inyectar corriente al
interior de |a célula. En La figura 2.6 se mostrd el circuito para inyectar corriente a
la célula a través del microelectrodo; ahora podemos completar la figura 2.6
utilizando los modelos eléctricos de la membrana celular y el microelectrodo como
se muestra en la figura 2.10.

J$re | S S 91k [Tk

— o ~~ g Voltaje de cTontroI

] 10K de comiente
1L N
REm cm —AA
T X
_

Figura 2.10 Circuito para inyectar comiente al interior de la célula, parte de esta corriente de estimulacién
puede fugarse a través de [a capacitancia total del microelectrodo

2

Como puede verse en la figura 2.10 parte de la corriente inyectada se fuga
hacia tierra a través de la capacitancia total (Cy) a la entrada det seguidor de
voltaje (capacitancia del electrodo mds la capacitancia del amplificador
operacional).

La velocidad de respuesta del amplificador de registro intracelular esta
comprometida con la capacitancia total a la entrada del circuito. Como ya se
menciond, estas capacitancias y la resistencia del microelectrodo forman un filtro
paso bajas, esto es, las sefales de alta frecuencia van a tiera a través de la
capacitancia lo cual reduce el ancho de banda del registro del sistema.
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La corriente de estimulacion puede ser de dos tipos corriente directa o
corriente altemna, si la corriente es directa la corriente que se fugara a través de a
capacitancia sera cero debido a gue la reactancia de un capacitor esta dada por:

xc=_ja)C

Como en la corriente constante la frecuencia es igual a cero de la ecuacion
anterior tenemos que la reactancia capacitiva es infinita por lo cual el capacitor se
puede representar como un circuito abierto y en consecuencia la corriente
inyectada fluird totalmente hacia el interior de |a célula a través de la resistencia
del microelectrodo.

En el casc de gue la corriente de estimulacidon sea variable en el tiempo
entonces con base a la ecuacion anterior la impedancia de |a capacitancia tendra
un valor finito y una parte de la corriente inyectada se fugaré a través de la
capacitancia a tierra.

Como necesitamos que la corriente inyectada fluya completamente hacia el
interior de la célula debemos compensar la cormriente fugada a través de la
capacitancia. Una forma de realizar esta compensacién es disminuyendo el nivel
del medio de cultivo pues la capacitancia del microelectrodo depende de la
profundidad de este en el medio de cultivo, otra forma de lograr el mismo efecto
es engrosando la pared de vidrio del microelectredo, para hacer la distancia mas

grande entre los conductores que forman el capacitor (C = %4-) y por ende se

reduce la capacitancia. Estas dos formas de reducir la capacitancia son de manera
fisica, sin embargo una forma de realizarlo de forma electrdnica es usando una
técnica llamada compensacién de capacitancia negativa que permite reducir
cualquier valor de capacitancia remanente. Esta técnica consiste en colocar a ia
salida del seguidor de voltaje un amplificador con una ganancia adecuada para
inyectar corriente a través de un capacitor, la corriente debera ser igual a la
fugada por la capacitancia lotal a la entrada del seguidor a tierra, la ganancia
optima sera antes de que la corriente inyectada provogue un sobrepaso. Si la
ganancia es muy grande el circuito oscilara con consecuencias desastrosas para
fa célula; la figura 2.11 muestra de forma esquematica la idea de compensacion de
capacitancia negativa.
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Vout

Vin

L, —jz Ct

VA

C=Capacitor de realimentacion
Ct=Capacitancia total a la entrada

Figura 2.11 técnica de compensacién de capacitancia negativa la cual consista en inyectar una comriente igual
que se fuga por Ct a través Cf por medio de un amplificador con una ganancia ideal.

La corriente que fluye a través del capacitor Cr esté dada por:
dv
fet =C,—
dt
Iet = la corriente total que fluye por el capacitor

Cr = Capacitancia total (capacitancia del electrodo mas la capacitancia a la entrada
del amplificador).

¥ =Voltaje en el capacitor.

Una cantidad de corriente igual a la fugada sera inyectada por medio del
capacitor de realimentacién que se encuentra a la salida del circuito de
compensacién de capacitancia negativa, el cual tiene una ganancia optima para
lograr este fin.

Para definir cudl es el rango de capacitancia que se necesita compensar, a
continuacién se describen las pruebas que se realizaron para medir el valor de la
capacitancia total a la entrada.

Con el uso de un amplificador de registro intracelular del laboratorio, se
introdujo el microelectrodo en el bario y se midid la resistencia del mismo pasando
una corriente constante de un nancamperio a través del micreelectrodo para
producir una caida de voltaje el cual fue medido con el osciloscopio.
Posteriormente se inyectaron pulsos cuadrados de corriente de 1,10, 100, 1000,
10000 Hz para visualizar en ! osciloscopio el efecto del circuito RC que forma el
microelectrodo (filtro paso bajas) y se midi6 [a constante de tiempo de ese circuito
para posteriormente calcular el valor de la capacitancia con la férmula:

C=1/R
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Donde:

C= Capacitancia total a la entrada
1= Constante de tiempo
R= Resistencia del electrodo

Por otro lade sabemos que la capacitancia de la micropipeta varia
dependiendo de Ia profundidad a ia que se encuentre inmersa en el bafio, a mayor
profundidad mayor capacitancia.

A continuacién se presentan los valores obtenidos de capacitancia a
diferentes profundidades para un electrodo de 74 M)

R=74 MQ
7=.5ms Ci1=6.7 pf
=6ms C,=8.1 pf
13=.7ms Ca= 9.4 pf

De estos Ultimos datos vemos que es suficiente tener la capacidad de
compensar hasta 10 pf como valor maximo.

En la figura 2.12 se muestra el circuito para controlar la ganancia del
circuito de compensacién de capacitancia negativa.

50 K

10K

Figura 2 12 Muestra el control de ganancia para la cormpensacién de capacitancia
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Este diagrama nos muestra el circuito de compensacién de capacitancia
negativa. El voltaje a la salida del seguidor alimentara al amplificador inversor CC2
El cual tiene una ganancia variable en donde la minima ganancia que toma serd
unitaria, e! potenciometro de realimentacion controlara la ganancia para la
compensacion de la capacitancia. El amplificador CC1 tiene una ganancia unitaria
y tiene la funcién de invertir ia sefial de voltaje recibida del amplificador CC2, La
corriente que se fuga a través de la capacitancia total (Ct) es:

Iet = Ctﬂ{
dt

por ofro lado la corriente que pasa por el capacitor de realimentacién (Cf) es:

dv
Ie, =C G-—
=Ly o

Como la corriente I debe ser igual a la corriente de lgr relacionandc ambas
ecuaciones tenemos que;

de esta Ultima expresion si C=11 pF y C; =2.2 pF entonces la ganancia méxima
que debe tener el circuito de compensacién de capacitancia negativa es:

c=11# _g
22pf

Donde G es la ganancia del amplificador en configuraciéon de amplificador
inversor.

Por cuestiones practicas de los valores de |0s componentes comerciales, el
potencidmetro de control de ganancia del ampiificador CC2 es de 50 KQ vy por lo
tanto la ganancia total de ese amplificador ser4 de 6 con lo que tendremos un
rango de compensacién de capacitancia de 13.2 pF.

2.5 Compensacién de Resistencia

Al inyectar corriente a la célula a través del microelectrodo existe una caida
de potencial a través de éste; la sefial que registra el cabezal es enviada a!
preamplificador a la entrada de amplificador AOs1 (ver figura 2.14), es el potencial
de membrana, mas la caida de potencial a través de! etectrodo (Vm+Ve) donde
Ve = |Re como se definid anteriormente. La sefial que nos interesa registrar es el |
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cambio de potencial a través de la membrana por lo cual tenemos que resiar la
parte de |a sefial debido a la caida de potencial del electrodo. Ademds se necesita
aumentar la capacidad de compensacion de resistencia a 200 MQ, ya que estos
amplificadores también seran utilizados para realizar inyecciones intracelulares de
colorantes para las cuales se utilizan microelectrodos de resistencia maycres a
100 MQ.

Para poder realizar la compensacion del electrodo se utilizéd el amplificador
AOs1 en una configuracibn de sumador, el cual suma las sefales
(Vm+Ve} +(— Vs). Este ltimo componente es generado de la siguiente manera; La
caida de voltaje a través de un electrodo es directamente proporcional al flujo de
corriente la cual podemos calcular por la ley de Ohm,

Vq=Re|e
Por otro lado la corriente que fluye a través del electrodo es controlada por un
voltaje:

1= 0.1Veortral/ Ry

Si relacionamos ambas ecuaciones y la dejamos en términes de voltajes tenemos:

VeVeorwo = 0.1Ro/Rs

Lo que nos indica que existe una relacién de proporcionalidad entre ambos
voltajes, el cual podemos aprovechar de la siguiente manera como lo indica la
figura 2.13

compensacién de resistencia

Voltaje de control
par la inyeccidn
de corriente

10K

191 K

FIGURA 2.13 El circuito para compensar resistencia del electrodo toma una muestra del voltaje de control
para la inyeccion de corriente el cual amplifica y regula para restarlo en AOs1.
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En e] diagrama observamos que el voltaje de control para inyeccién de
corriente alimenta al potenciometro {Pot 1) que funciona como un divisor de
voltaje, el cual a su vez es amplificado por un factor de 20.1 en el amplificador
AQcr que esta en una configuracidén de amplificador no inversor que tiene la
siguiente relacion entrada salida:

Vo= (RfR; + 1) Vi

La salida de AOcr es sumada por el amplificador AQs1 a la sefial Vm+Ve
(cabe mencionar que el voltaje Veoma €5 de signo contrario al del flujo de corriente
inyectada por lo que al sumarse en AQs1 realmente se resta) logrando con esto
eliminar la componente debido a la caida de potencial en la resistencia del
electrodo.

E! amplificador de registro intracelular se disefid para compensar electrodos
de hasta 200 MQ, esto se calculd de la siguiente manera:

Sabemos que el voltaje de saturacidn en los amplificadores operacionales
es un poco menor al voltaje de alimentacidn en este caso +- 15 Volts,
considerando un voltaje de saturacion de +/- 14 y una resistencia de electrodo de
200 MQ, por ley de Ohm obtenemos.

=V/R
=14V f200M = 70 nA

Como el cabezal tiene una sensibilidad de 10 mV por 1 nA, entonces 70 nA
equivale a un voltaje de control de 0.7 Volts, Por lo tanto ta ganancia es

VeeeVeonro= 14 V0.7V =20

Que es la ganancia que tiene el amplificador ADcr.
2.6 Ganancia x 10 del Preamplificador.

El amplificador de registro intracelular fue disefiado con una etapa de
preamplificacion con una ganancia de 10 antes de tener la amplificacion total
adecuada. Esto es con el proposite de acondicionar la sefal y tener una salida
adicional para monitorear el potencial de reposo de la membrana, la cual es
necesaria para saber en qué condiciones se encuentra la célula {para las células
en estudio este potencial de reposo se encuentra al rededor de los —-50 mV).

La etapa de preamplificacién recibe el voltaje de membrana (Vm) mas el
voltaje de la caida de potencial en el microelectrodo.

En la figura 2.14 se muestra el circuito de {a etapa de preamplificacion. El
amplificador AOg1 de la figura esté en configuracion de sumador inversor.
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Vm+ve 10 K=

~-Ve
10 K

2.14 Circuito para cbtener una ganancia de 10 el voltaje de Vm (voltaje membranal)

Como ya se sabe un amplificader en configuracion de sumador inversor
esta regido por la siguiente ecuacion (véase figura 2.15)

Rf

vt ol
v2 R 2

ONAN—
3
VSBB\E\—J _L

Vo=(-RfIR1)(V1+V2+V3)

2.15 Circuito amplificador en configuracién de inversor

El amplificador operacional AQg1 en la figura cumple con dos funciones
béasicas: suma la sefial (Vm + Ve) con {-Ve), ests dltimo generado por el control de
compensacién de resistencia de! electrodo. El resuttado de esta suma es el voltaje
de membrana (Vm) que es amplificada par un factor de 5.11 y es invertida la
sehal. Posteriormente para que el voltaje de membrana{Vm) alcance una
amplificacion de x10, la sefial que sale del amplificador AOg1 es amplificada
nuevamente en el amplificador AQg2 por un factor de 1.96 y vuelve a invertir la
sefal. El amplificador operacional AOg2 esté en una configuracion de amplificador
inversor y su ganancia esta definida por la resistencia de 100K entre la suma de
la resistencia de 47K més 4.02K, este itimo valor de resistencia es una parte del
valor del potenciometro de 5K que tiene como funcién el ajustar el valor de salida
a una ganancia exacta de 10.

2.7 Control del cero
Los amplificadores operacionales presentan un voltaje de corrimiento a la

entrada, lo que provoca que la salida sea distinta de cero, de la misma manera el
uso de dos electrodos en el registro intracelular suelen tener una diferencia de
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potencial gue en ocasiones puede ilegar a ser de varios cientos de milivolts, esto
es debido al punto de contacto entre los diferentes conductores y a las diferentes
concentraciones en la soluciones (solucién de la pipeta y sclucién del medio). Por
ejemplo electrodos con una concentracidon de KC|I 3Molar y las soluciones
fisioldgicas generan una diferencia de potencial de alrededor de 110 mV. Por tal
motivo es necesario tener un control para compensar el corrimiento el cual
llamaremos control del cero (referencia).

En la figura 2.16 se muestra el circuito para generar este control del cero el cual se
explica a continuacion.

ark ¥ Lap{AOg2  Vmx10
VITI 2 & 4
5K
+&jv 1M§ K|
10K Cero
Vo
-15 v

figura 2.16 cifcuito para generar este control del cero

El circuito para el control del cero es muy simple; el potenciometro de 10
K< funciona como e contral del cero y esto lo hace realizando la funcidon de un
divisor de voltaje que varia desde 15 V hasta -15 V y alimenta a la entrada
negativa del amplificador AOg2 a través de una resistencia de 1M(Q2. La ganancia
del amplificador para esta senal de entrada es de -0.1 generada por la relacién de

resistencias -%:—%, por tal motivo la sefial del cero se presentara a la

salida variando entre un rango de -1.5V hasta 1.5 V.

Cabe aclarar que el amplificador AOg2 estd en configuracién de sumador
inversor, y las sefales que suma es ia del cero més el voltaje de membrana. Ei
voltaje de membrana termina a la salida de este amplificada por un factor de 10,
por lo cual el rango de la sefial de “Cero” que aparece a la salida del amplificador
AQg2 se considera como amplificador por 10, teniendo con esto un rango real de
control de “Cero” de ~0.15V hasta0.15 V.

2.8 Etapas subsecuentes de amplificacion
Las etapas de amplificacion tienen como finalidad mejorar la relacion sefal

ruido v terminar de acondicionar la sefial para poder ser digitalizada y almacenada
en la computadora. La amplificacién de la sefial no debe sobrepasar un voltaje de
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+/- 10 V. Pyes es el valor maximo de entrada que el convertidor analdgico digital
puede recibir; por otro lado debemos recordar que la maxima amplificacion que
podemos tener en la salida del Gitimo amplificador es menor al de la fuente de
alimentacién para este caso en particular +/- 15 V. Esto debemos tenerlo en
cuenta para poder registrar la sefial de interés sin saturarla. Para eso es necesario
seleccionar el factor adecuado de amplificacion.

La etapa de amplificacién consta de cuatro amplificadores operacionales
como se muestra en la figura 2.17. La etapa de amplificacion puede analizarse en
tres partes: a) amplificador de acople, b) commiento, c) amplificacién.

10K

In Vim _

Control
Corrimiento

10K

2.17 Diagrama general de |a etapa de amplificacion

2.8.1 La etapa de acoplamiento

El amplificador AQ1 es un amplificador de instrumentacion con una
ganancia unitaria, la finalidad de este amplificador es acoplar los voltajes a la
entrada y reducir el ruide que se presenta de modo comun a la entrada y también
es utilizado para compensar el corrimiento. Este amplificador recibe a la entrada
el voltaje de la célula amplificada previamente por un factor de 10 en la etapa de
control.

Cuando se introduce el microelectrodo en al interior de la ¢célula el potencial
de reposo de la misma es de aproximadamente -54 mV por lo que al ser
amplificado por un factor de 10 por el preamplificador este voltaje pasara a ser de
-0.54 V por lo que al querer seguir amplificando la sefial por otro factor de 10 o
100 los amplificadores tienden a saturarse por lo cual es necesario controlar el
corrimiento a la entrada de [a etapa del ampiificador.
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2.8.2 Corrimiento

El corrimiento es un nivel de DC que varia de 0 a 1.5 Volits el cual es
generado por el amplificador AQ2 que estd en configuracion de amplificador
inversor con una ganancia de 0.1 y la entrada es alimentada por un potenciometro
que varia de 0 a —15 V. Este nivel de corriente directa (DC) es conectado en la
terminal ( pin 5) del amplificador AG1 en donde sirve de referencia.

2.8.3 Amplificacion.

La etapa de amplificacion es realizada por los amplificadores operacionales
AD3 y AD4 los cuales estan en configuracién de amplificadores inversores, el
amplificador A03 invierte la sefal con una amplificacion unitaria, mientras que el
amplificador AO4 vuelve a invertir la sefial ademas de amplificar por un factor de
10 o 100 segdn se seleccione por un selector.

La salida de la etapa de amplificacién es controlada por un selector ef cual
selecciona el factor de amplificacidn con el que saldra la sefial, los factores de
amplificacion puede ser por 1, 10 0 100.

2.9 Construccion del amplificador para registro intracelular

La construccion del amplificador de registro intracelular se realizé en dos
moédulos a) el médulo de! cabezat y b) el médulo de la de la etapa de controles.

2.9.1 El cabezal

El cabezal es el modulo donde se monta el microelectrodo (transductor) que
recibe la sefial y es el mecanismo que sirve para eslimulara la célula.

Es el encargado de sensar las sefiales de la célula y se conecta a la etapa
de controles para recibir Vec,-Vee, gnd (tierra), la sefial de control de capacitancia y
la sefial del control para la inyeccion de corriente; y envia a la etapa de controles
solamente la sefial de potencial de membrana mas la caida de potencial en la
resistencia del microelectrodo (Vm+Ve).

El cabezal estd conformado por los circuitos seguidor de voltaje,
convertidorde voltaje corriente y el de compensacidn de capacitancia negativa; los
cuales fueron presentados anteriormente, Estos circuitos estan montados sobre
una tarjeta impresa de dos caras. La figura 2.18 muestra el circuito completo del
cabezal.

43



22pF T . Control de capacitancia

Vm+ Ve

Voitaje de control de corriente

Entrada para
¢l microelectrodo

——+

10K

figura 2.18 circuito del cabezal, formado por un seguidor de voltaje , un puente activo y la compensacion de
capacitancia negativa.

2.9.2 Etapa de controles.

Este médulo contiene dos tarjetas impresas, la tarjeta de control principal y
la tarjeta de amplificacién y manejo del corrimiento para el potencial de membrana.

En la figura 2.19 se muestra el circuito completo de la tarjeta de control
principal la cual contiene los controles de inyeccion de comriente, control
compensacion de capacitancia, control del Cero, compensacion de resistencia,
conector para el cabezal y salida preamplificada por 10 para manejo del potencial
de membrana y alimentacion para la etapa de amplificacion.
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Vmx10

Vm+e >

Zar:

&
ntr-1 1-1

c:

Ganancia C.Cap.

Vm+Ve ¥

Figura 2.19 Diagrama general del preamplificador.

£l circuito de la tarjeta de amplificacidn fué mostrada en ia figura 2.19. Esta
tarjeta recibe la sefial preamplificada por 10 de la tarjeta de control principal para
ser amplificada segin se seleccione un selector rotacional de tres posiciones
también esta tarjeta tiene un corrimiento de 0 a 1.5 V para manejar el potencial de
membrana.
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CAPITULO 3

PRUEBAS Y RESULTADOS

Para saber si el amplificador disefiado cumplio con las especificaciones, se
tuvieron que realizar una serie de pruebas que comprobaran su funcionamiento.

3.1 Pruebas de control del Cero

El control de cero fue disefiado para tener intervalo de + 150 mV, para
probar esto tuvimos que conectar el amplificador y aterrizar el chasis a tierra fisica
para disminuir el ruide externo asi como el de 80 Hz. Después con el amplificador
encendido, se puso a tierra la entrada del cabezal con la finalidad de observar el
rango de control del cero y la medicién del ruido del amplificador.

La figura 3.1 muestra el rango de control de!l corrimiento el cual varia de
+150mV hasta =150 mV.

200
150) ——— —————
100
50
0 t
-50
100
~150] ~— - -r——————— -

-200

cero (mv)

Figura 3.1 Rango de control de corfimiento medido directamente de la salida de) amplificador de registro
intracelular.

Para poder medir el ruido una vez aterrizada la entrada del cabezal, se fijé
la referencia en cero, midiéndose el ruido a varias escalas de amplificacién,
observando que en una amplificacién de 10 tenemos un ruido de 1mV pico a pico,
en la amplificacién de 100, el ruide disminuyd a 0.5 mV y finalmente a una
amplificacion de 1000 disminuyé a 0.3 mV.

3.2 Pruebas para medir la inyeccidn de corriente
Uno de los requerimientos de este proyecto fue el de tener la capacidad de
inyeccion de corriente de +/- 1nA y +/- 10 nA, para probar su funcicnamiento se

conectd a la entrada del cabezal una resistencia de 10 MO, se selecciond el
selector para inyectar 1 nA y se puso el control de inyeccidn al maximo (1 nA), asf
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mismo la salida del amplificador lo conectamos en un osciloscopic y a un
convertidor analégico digital para poder medir la salida del amplificador de registro
intracetular, asi mismo, para poder interpretar la sefial de salida del amplificador
de registro intracelular aplicamos la ley de Ohm; sabiendo que por cada nA de
corrients inyectado a través de la resistencia de 10M(, debe provocarse una
caida de voltaje de 10 mV, si seleccionamos una ganancia por un factor de 10 en
la salida del amplificador, tenemos que observar en el osciloscopio una senal de
100 mV, perc si seleccionamos la escala de amplificacidn de salida del
amplificador de registro intracelutarar a 100, en el osciloscopio se debera observar
una sefal de 1V de amplitud que representara también 1 nA de comriente.

Por medio de una tarjeta de adquisicién de datos y la computadora, se
programaron para obtener la lectura de la salida del amplificador de registro
intracelular de una forma directa en el monitor, los resultadeos pueden verse en la
gréfica de la izquierda de la figura 3.2,

S 40 S 100]——e e e -
% 30 E— 75
5 20 S 50
S 10— S 25
o L 0 — - {

Figura 3.2 La grafica de ia izquierda muestra la calda de potencial de una R10M al pasare una corfiente de 1
nA. La grafica de la derecha muestra la caida de potencial en una resistencia de 10M al inyectarle una
corriente de 10 nA.

Después de esto, se procedid a probar la inyeccion de corriente de 40 nA,
con el mismo procedimiento de 1nA citado anteriormente. En la grafica de derecha
de la figura (3.2), se muestra la caida de potencial de 100 mV de una resistencia
de 10MQ correspondiente a una inyeccion de 10 nA, .

3.3 Pruebas de compensacién de capacitancia
Para probar la compensacidn de capacitancia utilizamos el siguiente
modelo RC (figura 3.3).

Re 2 T Ce
1M 10pf

-

Figura 3.3 Muestra el modelo eléctrico de un microelectro de una resistencia de 10M €) y una capacitancia de
10pF.
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Se inyectaron pulsos de corriente utilizando la entrada de estimulacion
externa a una frecuencia de 250 Hz para evitar la mayor atenuacion de la sefial
(tomando en cuenta que la frecuencia de corte del circuito del modelo eléctrico es
de 1591.5 Hz) con el objetivo de ver la carga y descarga del capacitor del circuito
de la figura 3.3, y después $& compenso la capacitancia para lograr ver cuadrada

nuevamente los pulsos que corresponden a la calda de potencial de la resistencia,
esto se ilustra en la siguients figura 3.4

e bt
15 15 ;
10 50 / \
5 5 l
0 e 0 o

; 05 1 15 2 25 3 35 4 45

Vatsctrada (MV)

Velecirodo IV}

\’.‘N-H—-'.W o lewes

0 5 1 15 2 25 3 35 ¢ 45
Ticmpoa (ms) Tempo (ms)

Figura 3.4 La gréfica de la izquierda nos muestra la carga y descarga del capacitor debido a la inyeccién de
pulsos cuadrados de comiente. La gréfica de la derecha muestra la compensacién de la capacitancia, para
dejar aproximadamente sélo ¢l afecto de calda doe potencial en la resistencia.

Cabe aclarar que si se compensa de mas la sefal de registro tenderd a oscilar,
esto lo podemos observar en la grafica de la figura 3.5.

| N

4 [W\f\rw i
z ! i
s 20 ' !l \
3 I 3
30 J Vo

|
-20

-]
i
[
(X}
s

5 &€ 7 8 9 10
Tiempo (ms)

Figura 3.4 que muestra la sobrecompensacion de capacitancia.

3.4 Pruebas de compensacién de resistencia

Una vez compensada la capacitancia, también podemos comprobar la
compensacién de la resistencia. La sefial cuadrada corresponde unicamente a la
caida de potencial en la resistencia de 10 M que simula la resistencia del
microelectrodo. Por lo tanto para compensar necesitamos restar una sefal
cuadrada similar pero de signo contrario {(esto lo hace el circuito para compensar
resistencia). Los resultados se observan en la figura 3.6.
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Figura 3.6 Grafica que muestra la compensacién de la resistencia del circuito de la figura 3.3

3.5 Pruebas del modelo general de la célula y microelectrodo

Finalmente, probamos con un modelo eléctrico general de la célula y el
microelectrodo, el cual se muestra en la figura 3.7.

Reé T Ce
20M 6.9pf
Rm% Cm =
10M 4700pf

.||[_

Figura 3.7 Diagrama que representa al medelo eléctrico de la membrana y el microelectrodo.

El modelo eléctrico mostrado en la figura 3.7 fue estimulado con pulsos
cuadrados de corriente a baja frecuencia para obtener la sefal mostrada en la
grafica de la izquierda de la figura 3.8.

ESTA TRESIS NC SALR
D LA BIRLIOTECA
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Como lo que nos interesa registrar son cambios de voltaje a través de la
membrana celular, compensamos la caida de potencial de la resistencia del
microelectrodo y nos que da la sefial mostrada a la derecha de la figura 3.8 que es
la respuesia de RmCm.

25 25
20
s 20 %
E 5 <15
o o
2 >
[T E 10
£ >
5
o —— L
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Tima () Tima {ms)

Figura 3.8 La grdfica de la {zquierda nos muestra {2 calda de potencial en la membrana (RmCm) méas la calda
de potencial en la resistencia del electrodo. La gréfica de la derecha nos muestra la respuesta de RmCrmn.

3.6 Pruebas reales del amplificador en células vivas.

Una vez realizadas todas las pruebas del amplificador con los modelos
eléctricos, se procedié a registrar las sefiales intracelulares en un ganglio del
sistema nervioso de la sanguijuela. En |a figura 3.9 se rmuestran los resultados
obtenidos al inyectar pulsos subumbrales de 1.7 nA (inyeccién de corriente en el
cual la célula no alcanza a disparar) divididos en tres graficas. En la grafica A se
muestra e) potencial de membrana mas la caida de potencial en la resistencia del
microelectrodo debido al pulso de 1.7 nA de comiente de estimulacidon con
duracion de 100 ms. En la gréfica B, se muestra la compensacion de la resistencia
de! electrodo de [a grafica A, ademas podemos ver gue tanto en el inicio como en
el final del pulso de corriente después de la compensacion hay unos picos que se
presentan por falta de compensacién de capacitancia. En la gréfica C, muestra el
voltajp de membrana después de la compensacion de la resistencia y la
compensacion de la capacitancia, asi mismo podemos ver que al compensar
capacitancia se incremanta un poco el ruido de la sefial.
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Figura 3.9 {(A) el potencial de membrana mas la calda de potencial de la resistencia del electrode, (B) el
potencial de membrana después de compensar la resistencia del microelectrodo y {C) el potenciat de
membrana una vez compensada la resistencia y compensacién de capacitancia .

Una vez que se inyectaron pulsos de corrientes subumbrales para ver la
respuesta pasiva de la célula, se procedid a incrementar la comiente de
estimulacién para lograr ver los potenciales de accion en respuesta a este
estimulo, en este caso bastd con inyectar pulsos de corriente de 2 nA. En la figura
3.10 se muestran dos graficas, en la gréfica A podemos ver los potenciales de
accién debido a una inyeccién de corriente de 2 nA con una duracién de 50 ms. En
|a grafica B, observamos los potenciales de accién debido a un pulso de corriente
de 2 nA con una duracién de 20 ms.
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Figura 3,10 Potenciales de accién debido a la inyeccion de carriente de 2 nA (gréfica A}, con una duracién de
50 ms. En la gréfica B, observamos los potenciales de accién debido a un pulso de corriente de 2 nA con una
duracién de 20 ms.



CAPITULO 4

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados, podemos concluir que el
amplificador disefiado para hacer registros intracelulares de potenciales
sinapticos miniatura cumplié con las caracteristicas esperadas.

Este amplificador consta de dos médulos fisicos: el cabezal y la etapa de
control. El cabezal quien es el encargado de sensar por primera vez |las sefiales
de la célula y de comunicarse con la etapa de control tiene como caracteristica
particular ser de dimensiones pequefias para ser montado en un manipulador.

Por su parte, la etapa de control tiene |la capacidad de inyectar corrientes de
0 a 1 & de 0 a10 nanoamperios seleccionados a través de un selector. Si se
compara con los amplificadores utilizados en el laboratorio, quienes sélo tienen
capacidad para inyectar un solo intervalo de comiente.

Asi mismo, tiené una entrada diferencial para una estimulacion externa de
corriente.

Su compensacidn de resistencia es de hasta 200 M, y su compensacion
de capacitancia tiene un rango de 0 a 10 pico faradios.

El control del “Cero” es de +/- 150 mV para manejar el desajuste generado
por los potenciales de unién de presentan los microelectrodos.

Tiene una amplificacion fija de 10x para una salida especial para monitorear
el voltaje de reposo de la célula.

Tiene una amplificacidén variable de 10x, 100x y 1000x. Ademas cuenta con
un carrimiento de voltaje para el contro! del potencial de membrana.

Sin embargo la relacion sefial ruido cbtenida a una escala de amplificacién
de 1000 fue de —1.9 db por 16 que no se pudo alcanzar el objetivo de 12 db que se
esperaban, pues el ruido del amplificador se incrementa al utilizar los
microelectrodos de alta resistencia inmersos en el medio de cultivo, sin embargo
este prototipo de amplificador de registro infracelular se puede mejorar, atacando
puntos especificos dentro del disefio, ya que uno de los problemas a los que se
tuvo que enfrentar en el disefo fue el de limitar los intervalos de controles y
conocer su aportacion en el incremento del ruido, dandonos cuenta que la etapa
mas critica en el disefio que genera mas ruido e&s la compensacién de

52



capacitancia negativa, por lo que se buscara otra alternativa para realizar esta
compensacion de capacitancia o mejorar Ja misma.

En general el amplificador funciona como se esperaba ya que de los
resultados obtenidos y mostrados en el capitulo anterior se pudo registrar
potenciales de membrana sin ningun problema y ademas de realizar tinciones
celulares en las cuales se pudo compensar completamente a resistencia del
electrodo gue con los otros ampiificadores no se habia podido realizar.
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