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RESUMEN

Se desarrollé6 un sistema para la cuantificacion de la fusion vesicular en tiempo real
durante la exocitosis somatica en neuronas grandes, por medio de la medicién de cambios
capacitivos en sus membranas plasmaticas. Otros sistemas para hacer este tipo de
mediciones han sido desarrollados, pero estos no han sido capaces de realizarlas
correctamente en tiempo real en neuronas cuya superficie membranal es muy grande vy la
relacidn sefial a ruido es muy pequefia.

En otros trabajos, los mecanismos de la exocitosis somatica han sido estudiados vy
descritos con gran detalle en las neuronas serotonérgicas Retzius de la sanguijuela, las
cuales proveen excelentes resoluciones espacial y temporal para este tipo de estudios, por
lo cual permiten entender principios generales acerca de la secrecion somatica y
extrasindptica. Sin embargo, los mecanismos de endocitosis aun no han sido descritos, asi
como tampoco se han realizado mediciones directas de la cantidad total de vesiculas
fusionandose en respuesta a actividad eléctrica.

El objetivo del sistema es registrar de forma directa la cinética del ciclo completo de
exocitosis y endocitosis somatica en las neuronas de Retzius, asi como proporcionar
estimaciones del numero de vesiculas fusionadas en cada evento exocitético. Para
conseguirlo, el presente sistema utiliza las propiedades eléctricas resistivas y capacitivas
de la membrana celular en conjunto con un algoritmo que combina la deteccidon sensible a
la fase con un modelado lineal por segmentos. Las sefiales electrofisioldgicas son
obtenidas mediante whole-cell patch-clamp bajo fijacidon de voltaje, digitalizadas a través
de una tarjeta de adquisicion de datos de National Instruments y procesadas por el
algoritmo programado en LabVIEW®.

Se han obtenido los primeros registros en neuronas de Retzius, en los cuales la cinética y
la magnitud de los cambios capacitivos parecen tener un origen fisioldgico.



ANTECEDENTES
1.1 FUNDAMENTOS BIOLOGICOS

Como se ha mencionado, el proyecto se desarrolla en un contexto bioldgico. Por ello es
necesario explicar algunos conceptos basicos de biologia celular, biologia molecular y
biofisica, que son esenciales para entender el fendmeno estudiado, los métodos
electrofisioldgicos, los desarrollos matematicos, y las implementaciones ingenieriles en la
realizacion del sistema. Ademas se describe la importancia cientifica y médica de entender
los mecanismos y la cinética de los ciclos completos de exo-endocitosis somatica haciendo
énfasis en el de la serotonina.

1.1.1 NEURONA

Las neuronas son células eucariotas (con nucleo celular) excitables, consideradas las
unidades funcionales en el sistema nervioso. Estan altamente especializadas en la
recepcion de estimulos y generacién de respuestas quimicas y eléctricas, asi como en la
conduccién de potenciales eléctricos. En general las células excitables se caracterizan por
ser capaces de hacer variaciones rapidas en su potencial eléctrico en respuesta a
estimulos o de forma espontanea, gracias a estructuras proteicas (i.e. canales iénicos) que
controlan el flujo de iones hacia dentro y hacia fuera de la célula.

dendritas
A . i B

dendritas

Figura 1.1 Diagrama de dos neuronas con distinto rol funcional. A) Neurona de Purkinje del cerebelo. B) Neurona
estrellada de la corteza cerebral. Modificado de [1].



Una caracteristica de gran importancia fisioldgica en las neuronas, es que mantienen su
potencial eléctrico interno en el reposo (i.e. potencial de reposo) por debajo del potencial
del medio extracelular, lo que permite que al ser excitadas, aumenten su potencial
rapidamente por medio de la apertura de canales idnicos. El potencial negativo dentro de
la neurona se debe en gran medida a la numerosa presencia de moléculas organicas
cargadas negativamente (ej. proteinas, dacidos nucleicos, grupos carboxilicos, vy
metabolitos’) y al control activo de la concentracién de iones inorganicos dentro de la
célula por medio de bombas idnicas (véase 1.1.2.3). Morfoldégicamente, aunque con
muchas variaciones debidas al rol funcional de cada célula, cuatro regiones tipicas en
toda neurona pueden ser identificadas: las sinapsis, el cuerpo de la célula o soma, las
dendritas y el axon (Figura 1.1).

Soma

El soma contiene el nucleo y la maquinaria necesaria para la sintesis de proteinas, es el
centro metabdlico y tréfico de la neurona. Ademas a través de él se intercambian varias
sustancias entre el medio intracelular y el extracelular tales como iones o
neuromoduladores. El citoplasma somatico tiene una presencia muy importante de
citoesqueleto, principalmente microfilamentos y microtubulos, los cuales se dispersan en
grupos que se extienden desde el soma hasta el axén o las dendritas, dando soporte
estructural y permitiendo el transporte de macromoléculas y organelos en ambos
sentidos.

Dendritas

Las dendritas son ramificaciones que surgen del soma y reciben la mayoria de los
estimulos provenientes de otras neuronas a través de conexiones sinapticas. La
distribucién tridimensional de las ramificaciones dendriticas tiene una relacién directa con
el tipo de informacidn transferida a la neurona. Por ejemplo, una neurona con un arbol
dendritico restringido a una capa cortical, recibe aferentes de un nimero muy limitado de
pools® neuronales, mientras que una con arborizaciones extendidas a través de diferentes
capas corticales recibira estimulos de muy diversos pools.

! Los metabolitos son cualquier sustancia utilizada o producida durante el metabolismo.

2 Grupos funcionales de neuronas que procesan e integran informacion procedente de fuentes comunes,
tales como los pools motoneuronales ubicados en la espina dorsal que inervan en un determinado musculo
esqueletal [4].



AXOn

Los axones son proyecciones tubulares que se extienden desde el soma y permiten la
transmisidon de potenciales de accién hasta las sinapsis con otras células. En su mayoria las
neuronas poseen un axén®, el cual usualmente surge de una pequeiia elevacion cénica en
el soma llamada cono o monticulo axdénico. En los vertebrados, muchos axones estan
cubiertos por una vaina de mielina y en el caso de algunas células del sistema nervioso
periférico estan cubiertos por células de Schwann, las cuales son células gliales que
funcionan como aislantes para mejorar la conduccién de potenciales de accion (véase
1.1.5).

Sinapsis

Las sinapsis no son propiamente partes de una neurona, sino puntos de yuxtaposicion
entre dos células. Estas constituyen los bloques fundamentales de la comunicacion
neuronal, aunque no la Unica via (i.e. comunicacidén paracrina). Las sinapsis se pueden
clasificar en dos de acuerdo al tipo de sefial transmitida, sinapsis quimicas o sinapsis
eléctricas.

Las sinapsis eléctricas se dan entre dos neuronas
gue intercambian iones directamente a través
de uniones que separan a 2nm una célula de la
otra y las conectan a través de poros llamados
conexones. Esta conexion directa le permite a
las neuronas transmitir sefales eléctricas con
enorme rapidez, como las asociadas con reflejos

de huida en invertebrados [2].

Las sinapsis quimicas son las mas comunes en el

cerebro humano y en ellas se transmiten

sefiales por medio de mensajeros quimicos (i.e.

Figura 1.2 Micrografia electronica mostrando

cumulos de vesiculas secretoras en terminales neurotransmisores). Toda sinapsis quimica se
presindpticas de una Neurona de Retzius.
Tomado de [3]. conforma de tres componentes: el elemento

3Algunos tipos de neuronas no tienen axén y transmiten las sefiales por medio de sus dendritas. Ademas en
el ser humano algunas neuronas sensoriales o de sistemas nerviosos periféricos pueden tener un axén
dividido en dos ramas (ej. Células del ganglio basal dorsal) [4], o en el caso de invertebrados tales como la
sanguijuela, el axén algunas veces consiste en varias regiones que funcionan mas o menos de forma
independiente [5].



presindptico, el espacio o hendidura sinaptica y el elemento postsindptico. El elemento
presinaptico es una terminal especializada que libera mensajeros quimicos en la
hendidura sinaptica cuando la neurona a la que pertenece dispara un impulso nervioso o
potencial de accion, bajo estimulacion quimica o eléctrica, o durante actividad
espontanea. La hendidura sindptica es un espacio intercelular que separa a las terminales
presinaptica y postsinaptica en aproximadamente 25nm. El elemento postsinaptico
corresponde a una terminal perteneciente a una segunda neurona, especializada en la
recepciéon de mensajeros quimicos y generacién de una respuesta electroquimica. Los
neurotransmisores se liberan mediante la fusién de pequefias vesiculas contenedoras de
30 a 100nm de diametro con la membrana plasmatica de la terminal presinaptica (véase
1.1.8.1) (Figura 1.2).

1.1.2 MEMBRANA PLASMATICA NEURONAL: ESTRUCTURA, COMPONENTES Y
FUNCIONES

La membrana plasmatica actua como contenedor, y barrera selectiva que permite a la
célula concentrar los nutrientes recolectados de su ambiente y retener los productos que
sintetiza para su propio uso, ademas de excretar los desechos de sus reacciones quimicas.
Sin una membrana plasmatica, la célula no podria mantener su integridad como un
sistema quimico coordinado. En el caso de las neuronas, la membrana tiene alrededor de
50nm de espesor y estd compuesta de varios tipos de lipidos, carbohidratos y proteinas;
siendo las ultimas las que mayor masa aportan debido a su gran tamafio y complejidad, en

tanto que los lipidos son los que se encuentran en mayor numero.

1.1.2.1 Fosfolipidos

Todas las moléculas que forman la membrana o que estan acopladas con ella son moviles,
interactivas y en muchos casos funcionalmente interdependientes. Gracias a sus
propiedades fisicas funcionan como barrera aislante que protege a la célula de la pérdida
de iones (ej. Na*, K*, Ca**, Mg?*, CI', HCO3) y constituyentes polares (ej. agua), asi como de
la entrada de sustancias extracelulares potencialmente dafinas. Esto entre otras cosas,

confiere propiedades capacitivas a la membrana plasmatica.
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Figura 1.3 Fosfolipidos y proteinas membranales. A. Estructura molecular de la fosfatidilcolina, un fosfolipido tipico
en las células. B. Vesicula bicapa formada por la unidn de fosfolipidos en presencia de agua vista en un corte
ecuatorial. C. Formas en las que las proteinas membranales se asocian con la bicapa de lipidos. (1, 2, 3) proteinas
integrales o transmembranales, (4, 5, 6, 7, 8) proteinas periféricas. Modificado de [6].

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, es decir, poseen extremos con caracteristicas
opuestas, a suficiente distancia para que cada uno manifieste sus propias caracteristicas.
En este caso un extremo es polar o hidrofilico y el otro es no polar o hidrofébico (Figura
1.3 A). Cuando moléculas anfipaticas como los fosfolipidos son puestas en agua, se
ensamblan espontaneamente formando una vesicula bicapa, haciendo que sus extremos
hidrofdobicos estén en contacto unos con otros mientras sus extremos hidrofilicos son

expuestos al agua (Figura 1.3 B).

1.1.2.2 Proteinas

Por otra parte, las proteinas presentan una gran variedad de funciones, las cuales pueden
predecirse de acuerdo a la localizacién de la misma en la membrana plasmatica. Las
proteinas periféricas son aquellas que se encuentran ancladas a la membrana ya sea por el
lado citoplasmatico o por el extracelular, y las funciones que realizan son las de receptores

de neurotransmisores, neuromoduladores, hormonas, y otros mensajeros quimicos;

6



enzimas catalizadoras de sefiales intracelulares, elementos de soporte estructural para la
membrana, mediadores en el crecimiento neural y agrupamiento de axones e

intermediarios en el trafico membranal y reciclando vesicular (Figura 1.3 C-4,5,6,7,8).

Las proteinas integrales o transmembranales son aquellas que atraviesan completamente
la membrana, y las funciones que cumplen residen en el transporte activo y pasivo de
moléculas en forma de bombas idnicas (moviendo iones en contra del gradiente de
concentracion), canales idnicos (permitiendo el paso de iones a través de la membrana en
el sentido del gradiente electroquimico) y transportadores de azucares y aminodcidos.
(Figura 1.3 C-1,2,3).

1.1.2.3 Bombas idnicas

Las bombas idnicas son proteinas transmembranales que mueven iones a través la
membrana plasmatica en contra del gradiente electroquimico, generalmente usando
trifosfato 5’ de adenosina (ATP) como fuente de energia. Las bombas de sodio-potasio
(Na*, K¥) son un ejemplo de transportadores idnicos. Las estas bombas consisten en una
pequefia glicoproteina y una gran subunidad transmembranal a forma de conducto. Su

funcién consiste en introducir a la célula un par de iones de potasio y al mismo tiempo

e ney 1iéh

Figura 1.4 Ciclo de funcionamiento de una bomba de sodio-potasio. (1-2) lones de Na* circundantes se insertan
en sitios especificos en la bomba, (2) una molécula de ATP se une a la bomba idnica, (3) el ATP cede un fosfato a la
bomba, liberando energia y causando cambios conformacionales en ella que permiten la liberacién de Na+ al
espacio extracelular, (4) el mismo cambio permite la insercién de iones de K* en la bomba, (5-6) posteriormente los
iones de K* se liberan al interior de la célula por medio de un nuevo cambio conformacional al separarse del
fosfato.



retirar hacia el medio extracelular tres iones de sodio mediante un cambio en Ia
conformacién de la bomba inducido por su fosforilacién® con una molécula ATP (Figura
1.4).

1.1.2.4 Canales idnicos

Los canales idnicos son proteinas transmembranales con poros selectivos al tipo de i6n
que dejan pasar a través de ellos. Una caracteristica importante que distingue a los
canales idnicos de las bombas idnicas es que el flujo a través de ellos no requiere de
energia metabdlica, es pasivo debido a que la fuerza electroquimica a través de la

membrana es la que impulsa a los iones y determina el sentido de la corriente.

Los canales idonicos pueden clasificarse en dos variedades, canales con compuertas y
canales de fuga. Los canales de fuga contribuyen al potencial de reposo de la célula. Los
canales con compuertas son proteinas alostéricas®, capaces de abrirse o cerrarse
mediante un proceso llamado gating en inglés. El flujo de iones o corriente idnica a través
de los canales no es continua, sino que estos se abren y se cierran generando pulsos de

corriente escalonada.

Activado por Activado Activado Activado
voltaje por ligando por ligando mecanicamente
extracelular intracelular

LR N

Figura 1.5 Representacion de los estado de activacion y reposo algunos tipos de canales idnicos controlados
por compuertas. Modificado de [7].

* La fosforilacién es la adicién de grupos fosfato a grupos hidroxilo en proteinas, donde el ATP puede ser el
donador del fosfato.

> Las proteinas alostéricas, son proteinas que existen en mas de una conformacién, y cuya funcién es
alterada cuando cambian de una conformacién a otra.



La apertura o cierre de los canales es probabilistica, sin embargo la probabilidad de
apertura es funcién de algunas magnitudes fisicas (ej. potencial de membrana, pH,
temperatura, fuerzas mecdnicas) o de la unidn de receptores con mensajeros quimicos
(ligandos) (Figura 1.5). Los canales cuya probabilidad de apertura depende del potencial
de membrana son llamados canales activados por voltaje y su probabilidad de apertura
aumenta a medida que la célula es despolarizada. Se piensa que su cambio de estado es
debido al movimiento de la regidn cargada de la molécula hacia atras o adelante en el

campo eléctrico de la membrana [8].

1.1.3 POTENCIALES ELECTRICOS NEURONALES

1.1.3.1 Potencial de Membrana y de Reposo

La capacidad neuronal de distribuir iones selectivamente a través de la membrana
citoplasmica origina diferencias en la distribucién de carga eléctrica. A través de la
operacion de bombas idnicas y mecanismos especiales de almacenamiento de iones, las
neuronas mantienen de forma activa las concentraciones internas de varios iones
importantes como el Na*, K*, CI"y Ca®*. El transporte activo y pasivo de iones a través de la
membrana provoca diferencias de concentracién entre el citoplasma y el espacio
extracelular dado que la membrana no presenta la misma conductancia para todos los
tipos de iones, ademas de qué cada tipo ion es transportado en sentidos y formas
distintas. Por ejemplo, K" es concentrado de manera activa dentro de la célula, mientras

que Na*, Cl'y Ca®* son expulsados activamente hacia el espacio extracelular.

La diferencia de concentracion idnica entre el interior y el exterior de la célula, provoca
una diferencia de potencial a la cual se le conoce como potencial de membrana. En reposo
al potencial de membrana se le llama potencial de reposo y es de valor negativo. Por
ejemplo en el sistema visual humano, las células fotoreceptoras tienen un potencial de
reposo de aproximadamente -40mV, para las neuronas piramidales de la corteza visual
humana es de aproximadamente -50mV y en las células Retzius de sanguijuelas es de
alrededor de -60mV. En términos matematicos el potencial de membrana V), se define

como
V=V =V, (1.1)

donde V; es el potencial dentro de la célula y V, es el potencial fuera de ella.



1.1.3.2 Potencial de Equilibrio y Ecuacion de Nernst

La concentracién desigual de soluto entre el citoplasma y el espacio extracelular provoca
la aparicion de una fuerza difusora que por efectos termodinamicos tiende a
homogeneizar la concentracion. Por ejemplo, si una neurona tuviera una concentracién
intracelular del i6n W* mayor a la extracelular y su membrana plasmatica fuera permeable
Unicamente a esa especie de idn, los iones W* tenderian a difundirse fuera de la neurona
por efectos termodindmicos. La salida de W* provocaria la redistribucién de carga eléctrica
entre el interior y el exterior de la célula, haciendo que la neurona tuviera un potencial
aun mas negativo. Esto continuaria hasta que la fuerza de atraccidn eléctrica entre Ila
neurona y los iones W' se balanceara con la fuerza difusora, circunstancia bajo la cual seria
igualmente probable |a salida o la entrada de un ién W*. Al potencial de membrana en el
cual el flujo neto de iones W* es cero, se le llama potencial de equilibrio de W*. Una
expresidon matematica que permite calcular el potencial de equilibrio cualquier tipo de idn
(Ejon) conociendo la concentracion intracelular y extracelular del mismo, se conoce como

ecuacion de Nernst en honor Walther Hermann Nernst,

RT  [ion],

B =— e
ton ZF [ion];

(1.2)
donde R es la constante de los gases, T es la temperatura en Kelvin, F la constante de
Faraday, z es la valencia del ién, [ion], la concentracidn extracelular del i6n, y [ion]; la

concentracion intracelular del ién.

En 1902 Julius Bernstein propuso la “Teoria de membrana”, en la cual traté a la membrana
plasmatica como un medio semipermeable a la difusién de iones, bajo condiciones de
diferencia de concentracidén y temperatura. Especificamente propuso que debido a la alta
concentracién de K* dentro de la célula, el potencial de reposo de la célula estaba
determinado Unicamente por el potencial de equilibrio de K*. Esta teoria proporciond la

primera explicacion plausible de los eventos bioeléctricos.

1.1.3.3 Ecuaciéon de Goldman-Hodgkin-Katz

La “Teoria de membrana” de Bernstein no estaba alejada de la realidad, ya que con el
avance de las técnicas electrofisioldgicas se probd que la membrana celular es
semipermeable a iones inorganicos, sin embargo, se descubrid que el potencial de

membrana no estd determinado Unicamente por el potencial de equilibro de K*.
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Posteriormente una ecuacidn desarrollada por David E. Goldman y mas tarde aplicada por
Alan Hodgkin y Bernard Katz consiguié describir el potencial de reposo (V) dadas las
concentraciones idnicas dentro y fuera de la célula y las permeabilidades relativas de la

membrana a cada uno de los tipos de idn (p;,n.) presentes en el sistema [9]. En si misma,
]

la ecuacién conocida como Goldman-Hodgkin-Katz representa una generalizacién de la

ecuacion de Nernst:

RT Z?:l (pionj [ionj]o)

n
F Z;‘lzl (pionj [lOn]]l)

Vss = (1.3)

1.1.4 ANALOGIA ELECTRICA DE LA NEURONA

El flujo de corriente a través de los canales idnicos es dhmico, es decir, la relacion
corriente-voltaje es lineal, por lo que una forma bastante conveniente de describir el
comportamiento del potencial de membrana es en términos de circuitos eléctricos. El
circuito consiste en tres componentes: (1) resistores, representando a los canales idnicos;
(2) fuente de voltaje representando los gradientes idnicos; y (3) los capacitores
representando la habilidad de la neurona de almacenar carga. El circuito equivalente
permite un entendimiento intuitivo y cuantitativo de como el movimiento de iones genera
las senales eléctricas en las células nerviosas. La bicapa de fosfolipidos que constituye la
mayor parte de la superficie membranal tiene propiedades dieléctricas. La relacion entre

la carga almacenada q y el potencial de membrana V), esta dado por,
q=CyVu
donde Cyes la capacitancia de membrana.

La capacitancia total de la neurona depende del area total del dieléctrico, por lo que entre
mas grande es la neurona mayor es su capacitancia. Por otro lado, la representacion de un
canal idnico es la de una resistencia en serie con una fuente de voltaje, donde la fuente de
voltaje corresponde al potencial de equilibrio E;,, del ién asociado al canal (Figura 1.6).
Usando la ley de Ohm la suma de la corriente a través de todos los canales de un
determinado ion (I;4,) €n una neurona es,

(VM - Eion)

Ly = M Zion) 1.4
on Rl()n ( )
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donde R;;, es la suma de las resistencias de todos los canales idnicos del tipo

determinado.

viond 18 Rano S
sss VI —

Canal idnico

Figura 1.6 Analogia eléctrica de un canal idnico en la bicapa de lipidica, tomando en cuenta diferencias de potencial
electroquimico. Modificado de [10].

Tomando en cuenta la contribucion de las corrientes de los principales iones involucrados
en la generacion de sefiales neuronales (Na*, K*, CI"y Ca?*), se obtiene la ecuacion
_ (Wn - ENa) (Vy EK) (Vu Ecz) (Vy ECa)

Lo . = 1.5
onica RNa RK RCl Rca ( )

donde Iisnicq €S la corriente total a través de todos los canales idnicos. Ademas las
variaciones de voltaje de membrana (V,,) producen corrientes capacitivas (/) a través de

la membrana celular

Vi,

Por lo tanto la corriente total que circula a través de la membrana (I;), se forma por la
union de las ecuaciones 1.5y 1.6 y se expresa de la siguiente forma:
(Vm —Eng) | V= Ex) | (Vu — Ecz) (Vm — Ecq)

dVy
Ly =1 L. = C 1.7
M Cc + ionica RNa + RK + RCl RCa + M dt ( )

Este comportamiento lineal se mantiene en tanto el potencial de membrana no sobrepase
un umbral a partir del cual los canales idnicos activados por voltaje aumentan
abruptamente su probabilidad de apertura, llevando el sistema a la generacién de

potenciales de accion.
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1.1.5 POTENCIAL DE ACCION

La comunicacion entre neuronas o entre neuronas y musculos u dérganos periféricos

requiere que las sefales viajen distancias considerables. La actividad eléctrica registrada

en los nervios reveld que la conduccién de la informacidon es mediada por la generacidn

activa de un potencial eléctrico dentro de las células, llamado potencial de accién. Los

potenciales de accion permiten la transmisidon activa de sefiales eléctricas, que de ser

transmitidas pasivamente, no podrian llegar a receptores lejanos debido a la caida de la

corriente.
A
Sobrepaso
m
&
fol---o-4 e
§
Fase d
E sz;iedae Fase de
ol caida
(]
‘o
c
2 Patencial
(=]
e Umibral de reposo
|
A B, e I
\
Potencial
de reposo Post-hiperpolarizacion
B
% % salida de K*
g m
35
Y ow
] entrada de Na*

Figura 1.7 Potencial de accién. A) Fases de un
potencial de accién. B) Corrientes de entrantes
y salientes, debidos a la entrada Na* y salida de
K" durante el potencial de accién. Modificado

de [8].

T T T
1 2 3

Tiempo [ms]

A mitad del

encontraron que durante los potenciales de

siglo XX Hodgkin y Huxley

accion, el potencial de membrana rédpidamente
sobrepasa los OmV y se acerca al potencial de
equilibro de Na®, para después subitamente
volver a polarizarse llegando incluso a ser mas
negativo que el potencial de reposo (Figura 1.7 A)
[11]. Cuando en una neurona suficientes sinapsis
excitadoras son activadas, y la neurona consigue
despolarizarse hasta alcanzar el umbral de
potencial de accién a aproximadamente -40mV,
las probabilidades de que se genere un potencial
de accidn son de cerca del 50% [8]. Sin embargo
cuando la membrana es despolarizada mas alla
del potencial de membrana, con toda certeza se
inician un par de procesos que generan
potenciales de accion iniciando. Uno es un ciclo
retroalimentado de corrientes entrantes de Na*y
el otro es una corriente saliente de K* (Figura
1.8). Debido a la forma en que los potenciales de

accién son producidos, se interpretan como

sefales de “todo o nada” tal y como en las computadoras sucede con el “1” y el “0”. Asi la

informacidn eléctrica en las neuronas es codificada por frecuencia modulada.
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El potencial de membrana El potencial de

alcanza el umbral de potencial membrana alcanza
de accién el umbral de inactivacién
de los canales de sodio
X' Inactivacion de los
Incremento de la canales sodio y caida
permeabilidad de la de la permeabilidad

+
membrana a Na

Entrada de Na* Despolarizacién

Incremento de la
permeabilidad de la % Salida de K+ % Repolarizacién

+
membranaa K

Figura 1.8 Procesos involucrados en las corrientes idnicas que generan los potenciales de accién.

1.1.6 SEROTONINA

Desde mitad del siglo XIX se tuvo conocimiento de una sustancia en el suero resultante
después de codgulos sanguineos, la cual contrae e incrementa el tono del musculo liso
vascular. En 1948 Rapport, Green y Page aislaron e identificaron el suero vasoconstrictor
como 5-hidroxitriptamina (5-HT), nombrdndolo serotonina debido a su origen y efectos.
En 1953 Twarog and Page detectaron por primera vez serotonina en extractos de cerebro
por medio de bioensayos® [12]. El papel de la serotonina ha sido consistentemente
importante para la supervivencia de las especies a través de los primeros periodos de la
evolucién funcionando como antioxidante y ayudando a los organismos a mantener la
homeostasis’ [31]. En mamiferos la expresion de los receptores de serotonina ocurre en
etapas tempranas de la morfogénesis y se activa debido a la presencia de serotonina en el
plasma de la madre.

1.1.6.1 Neuroanatomia del sistema serotonérgico

En 1964 Dahlstrom y Fuxe, usando la técnica Falck-Hillarp de histofluorescencia,
observaron que la mayor parte de las neuronas serotonérgicas en mamiferos, se

encuentran en grupos celulares previamente designados como nucleo de rafé, dentro del

Es un ensayo de la actividad de una sustancia el cual implica pruebas en material vivo.
La homeostasis es la conservacion de las condiciones internas de un organismo.
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tallo cerebral [13]. Posteriormente Dahlstrom y Fuxe describieron nueve grupos de células
serotonérgicas, los cuales fueron designados como B;-Bg, ocupando la mayor parte del

volumen del nucleo de rafé (Figura 1.9).

Corteza Hippocampus
Capa
glomerular

Sept:  Septum
oT: Tubérculo olfatorio

’ C. Put: Nucleuo caudate-putamen
(- Nucleo G. Pal: Globus pallidus
o1 trigémino  T: Talamus
espinal ki Habenula
T PT: Puente troncoencefélico
Bulbo olfatorio
oT
Sept
Nucleo .
. " oblongata
supraquiasmatico V Espina /
Hypothalamus Amigdala ’ dorsal
Eminencia media
B1 Nducleo palido del rafé B6 Nucleo dorsal del rafé, parte caudal
Médula caudal ventrolateral B7 Nucleo dorsal principal del rafé, parte rostral
B2  Nducleo oscuro del rafé B8  Nucleo del rafé medio, parte rostral principal
B3  Nucleo magno del rafé Nucleo lineal caudal
Médula rostral ventrolateral Nucleo pontis oralis
Ndcleo reticular paragigantocelular lateral B9 Nucleo pontis oralis
B4  Nucleo oscuro del rafé, parte dorsolateral Region supralemniscal

B5 Nucleo medio del rafé, parte caudal

Figura 1.9 Figura esquematica de la localizacion, clasificacion y principales proyecciones de los grupos de cuerpos
celulares serotonérgicos. de acuerdo con Dahlstrom y Fuxe, en una seccion sagital del SNC de la rata. Modificado de
[14].

Sin embargo, sélo del 40 al 50% del total de las células del rafé dorsal son serotonérgicas.
En total de unas cuantas decenas de miles (en roedores) a unos cuantos cientos de miles
(en humanos) de neuronas serotonérgicas en los grupos rostrales y caudales, dan lugar a
una densa inervacion axonica a casi todas las divisiones del sistema nervioso central [15,
16] (Figura 1.10). Proyecciones serotonérgicas ascienden inervando la corteza cerebral y
otras regiones del prosencéfalo, las cuales surgen principalmente del rafé dorsal, rafé
medio y el grupo By, no obstante, las neuronas de los grupos dorsal y medio difieren en su
inhibicién por la activacion de autoreceptores somatodendriticos, en la morfologia y
organizacién topografica de sus proyecciones axonales, asi como en sus caracteristicas
electrofisiolégicas. Entender estas diferencias puede ser extremadamente importante
para comprender el rol de esos dos distintos sistemas serotonérgicos sobre el

funcionamiento del SNC.
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Thalamus
Hippocampus
Hypotalamus \

Figura 1.10 Esquema de la inervacion de nucleo de rafé. Las neuronas serotonérgicas en el cerebro humano inervan
(flechas amarillas) ampliamente hacia la amigdala, el hipocampo, el hipotalamo, el ntcleo estriado y la corteza frontal
y prefrontal. Modificado de [16].

1.1.6.2 Funciones del sistema serotonérgico

La serotonina participa en el control de gran variedad de conductas (ej. conductas
apetitiva, emocional, sexual, motora, cognitiva y social) y funciones fisioldgicas (ej. control
de dolor, ritmos neurofisiolégicos, modulacion neuroendocrina, aprendizaje y
memorizacién). Ademads estd asociada con muchas condiciones patoldgicas, tales como: el
estrés, la depresidn, adiccion a drogas, esquizofrenia, panico, ansiedad, anorexia y bulimia
nerviosa, desordenes obsesivos compulsivos, hiperactividad y déficit de atencién [15]. Sin
embargo, desde una perspectiva fisiolégica no es claro si la serotonina afecta tales
conductas de manera especifica, o de una manera mas general coordinando la actividad
del sistema nervioso, particularmente ajustando el tono de la actividad en conjunto con el
nivel de excitacién del organismo. Perturbaciones en el sistema serotonérgico pueden
provocar cambios en una amplia variedad de conductas. De hecho, fdrmacos que actuan
sobre neuronas serotonérgicas y sus receptores, son usadas para tratar enfermedades
tales como la depresion, desordenes de ansiedad y esquizofrenia. A continuacion se
describe brevemente algunas de las funciones conocidas del sistema serotonérgico y la

serotonina en el SNC:

La serotonina juega un rol importante en las conductas agresivas. El rol del sistema
serotonérgico y la serotonina en conductas hostiles, antisociales y arranques violentos, ha
sido consistentemente demostrado gracias a varios hallazgos en sujetos con esas
conductas, incluyendo: niveles deficientes 5-HT y su acido metabdlico, polimorfismos en
los genes que codifican enzimas metabdlicas del 5-HT, mutaciones en los genes para
algunos de sus receptores o transportadores y respuestas alteradas a ensayos
farmacoldgicos con agonistas del 5-HT [17].
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La serotonina tiene efectos en la conducta sexual. La serotonina es uno de los principales
neurotransmisores asociados a la conducta sexual. El uso de antidepresivos que inhiben
selectivamente la reabsorcidn de serotonina por parte de las neuronas serotonérgicas,
frecuentemente resulta en dificultad para obtener orgasmos o disminucion el interés
sexual. Debido a que también dificulta la eyaculacién, ha resultado en su uso en el
tratamiento de la eyaculacion precoz [17]. Por otro lado, ha sido establecido que la
serotonina juega papeles de inhibidor y facilitador en la conducta sexual femenina

dependiendo de qué receptor de 5-TH es activado [15].

La serotonina participa en el ciclo suefo-vigilia. La serotonina funciona
predominantemente inhibiendo el suefio REM (Rapid Eye Movement) [18]. Ademas
muchas anécdotas clinicas han reportado intensificacion del suefio debido al consumo de

antidepresivos que inhiben la reabsorcion de serotonina [17].

La serotonina modula funciones neuroendocrinas. El eje hipotalamo-pituitario-
adrenocortical es regulado por aferentes ascendentes desde el nucleo de rafé, que
particularmente modulan la secrecion de adrenocorticotropina (ACTH), prolactina y la

hormona del crecimiento [14].

El 5-HT participa en la regulacion de los ritmos circadianos®. El nucleo supraquiasmatico
(NS) del hipotalamo, genera ciclos electrofisiolégicos y metabdlicos que se repiten
aproximadamente cada 24 horas. El NS recibe una densa inervacién del nucleo de rafé y la
serotonina parece funcionar como inhibidor modulando el efecto de la luz en el ritmo
circadiano, ya que en experimentos la aplicacién directa de 5-HT a el NS bloquea los

cambios de fase inducidos por la luz en el los ciclos del ritmo [14, 17].

El 5-HT tiene efectos inhibidores en la conducta alimentaria. Farmacos que ya sea directa
o indirectamente activan receptores postsinapticos de 5-HT, decrementan el consumo de
comida, mientras que agentes que inhiben la transmision serotonérgica incrementan el
ingestion de alimentos. Hipdtesis sostienen que el 5-HT gobierna la selecciéon de
macronutrientes, influye en las respuestas a las cualidades de sabor de la comida, o
modula la actividad gastrica. Esto ha llevado a que sustancias que regulan la actividad
serotonérgica como la fenfluramina sean usadas en el tratamiento de la obesidad en
humanos [14, 15, 17].

8 . . . . R . . , .

Los ritmos circadianos son ritmos bioldgicos que ocurren con una frecuencia de un ciclo por dia. Ejemplos
de ciclos circadianos incluyen los ciclos de descanso y las oscilaciones diarias en temperatura corporal y
presidn sanguinea.
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1.1.7 NEURONA DE RETZIUS DE LA SANGUUJUELA
1.1.7.1 Neuroanatomia de la sanguijuela

El sistema nervioso central (SNC) de las sanguijuelas consiste basicamente en cordones
nerviosos (conectivos) con un cerebro (ganglio) en cada extremo. En total el SNC de las
sanguijuelas se conforma de 23 ganglios: 21 ganglios segmentarios, un ganglio en la
cabeza (cerebro anterior) y uno mas en la cola (cerebro posterior) (Figura 1.11).

Ventosa Cerebro Anillo Cerebro
anterior

Ventosa

Segmento  central =TI posterior

anterior

; : : ; : :
12 3 4 5 6 7 8 "ot w2113l gs 16 17 18 192021
S—

Ganglios segmentarios

Figura 1.11 Localizacion y distribucion del SNC en la sanguijuela. Modificado [19].

Cada uno de los ganglios segmentarios es

anterior

practicamente idéntico a los otros, y aunque
con pequefias diferencias en los patrones de
ramificacion en células homologas [19],
cada uno cuenta con cerca de 400 neuronas
en posiciones aproximadamente iguales.
Los estudios neuroetoldgicos en
sanguijuelas son especialmente tratables a

diferencia de animales mas evolucionados,

debido a que su SNC es distribuido y

posterior
metaméricog, con un numero finito de

neuronas (un numero de neuronas posible
Figura 1.12 Mapa esquematico de las neuronas en

un ganglio segmentario de sanguijuelas del género de contar). En la Figura 1.12 se muestra un
Hirudo. Las células resaltadas en el centro, son esquema con las neuronas identificadas y
conocidas como células R o neuronas de Retzius . . .

Modificado [20]. localizadas espacialmente en los ganglios

segmentarios de una sanguijuela Hirudo.

9 . . . .
Se conoce como metamero a cada uno de los segmentos de que se repiten en ciertos animales.
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1.1.7.2 Uso de las sanguijuelas como preparacion

Las sanguijuelas han sido usadas en diversas investigaciones por ser modelos favorables
para la investigacion médica, de genética del desarrollo, y de neurobiologia, gracias a sus
grandes y facilmente manipulables neuronas, complejos comportamientos y locomocion.
Ademas, estudios fisiologicos en el SNC de la sanguijuela podrian permitir entender la
fisiologia del SNC de otras especies como la humana, debido a que aun en animales muy
alejados evolutivamente se han encontrado grandes similitudes a nivel fisioldgico. Dichas
similitudes han llevado a sostener que existen estrategias generales para producir

conductas en cualquier animal con un SNC [21].

En [21] Kristan et al. enumeran las principales razones por las cuales las sanguijuelas han
sido utiles en el estudio de las bases neuronales de las conductas y comportamientos en

animales, entre las cuales estdn las siguientes:

1. El SNC de la sanguijuela es relativamente simple y de facil acceso aun cuando el
animal esta vivo, lo cual permite correlacionar patrones motores con actividad
neuronal.

2. Las neuronas son facilmente visibles e identificables con base en la localizacién de
su soma, morfologia y propiedades fisioldgicas (Figura 1.12).

3. La actividad intracelular puede ser registrada con facilidad debido a que el soma de
las neuronas es relativamente grande (10-100 um).

4. Los nervios periféricos largos y facilmente accesibles permiten la estimulacién de
neuronas especificas mientras se monitorea la actividad neuronal con electrodos
extracelulares.

5. EI SNC de la sanguijuela es iterativo, con neuronas homologas en la mayoria, si no
en los 21 ganglios segméntales. Por ello mas alla de tener mas de 10,000 neuronas
totales, la unidad funcional del SNC puede considerarse como el ganglio
segmentario de 400 neuronas, o incluso reducirla a 200 neuronas debido a que en
los ganglios segméntales todas las neuronas se encuentran en pares (Figura 1.12).

6. La mayor parte de las neuronas del SNC de la sanguijuela son uUnicas mas que
miembros de clusteres de células funcionalmente idénticas, por lo tanto la
activacion o la inactivacién (por hiperpolarizacion o muerte) una sola neurona

frecuentemente tiene consecuencias detectables en el comportamiento.
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1.1.7.3 Fisiologia de las neuronas de Retzius

En la sanguijuela, las células que contienen serotonina son particularmente interesantes
pues estan involucradas directa o indirectamente en varias funciones. En estos animales
una red formada por cinco tipos de neuronas serotonérgicas actlan en diferentes
objetivos, afectando la actividad de neuronas sensoriales, interneuronas, motoneuronas,
fibras musculares [22]; y modulando el nado [23], la alimentacién [24], la interaccidn

social [25] y formas basicas de aprendizaje [26, 27, 28].

El par de neuronas de Retzius en cada ganglio segmentario son las neuronas mas grandes
en el SNC de la sanguijuela con diametros de entre 70 y 100 um ademas de ser las
mayores productoras de serotonina [29]. Estas neuronas se caracterizan por tener un
axon primario grueso del cual emergen multiples ramificaciones, y porque el par de
neuronas de cada ganglio estd acoplado eléctricamente, favoreciendo la actividad

eléctrica sincrona [30, 31] (Figura 1.13).

Figura 1.13 Reconstruccion de una neurona de Retzius en el ganglio tefiida mediante la inyeccion de rojo de Texas.
Modificado de [31].

Este tipo de neuronas son las utilizadas en el laboratorio del Doctor Francisco Fernandez
de Miguel para el estudio de los mecanismos de secrecién somatica de serotonina, debido
a que las neuronas de Retzius adultas: son primordialmente serotonérgicas, presentan
secrecion somatica de serotonina [3, 32, 33, 34], y pueden ser aisladas y mantenidas en
cultivo, donde preservan sus propiedades eléctricas y contindan sintetizando y liberando

serotonina [33].
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1.1.8 COMUNICACION EXTRASINAPTICA

En sistemas neuronales tales como el cerebro humano, existen dos maneras de transmitir
informacién. Una es por medio de circuitos “rigidos” constituidos por conexiones
sindpticas y el otro es por medio de la liberacidn extrasinaptica y difusion extracelular de
transmisores quimicos. La transmision extrasindptica modula las relaciones entrada-salida
de circuitos completos cambiando las propiedades eléctricas de poblaciones neuronales
por largos periodos (de segundos a dias). Este tipo de comunicacion funciona de forma
parecida a la comunicacidn paracrina o modulacién hormonal, es por ello que a los
neurotransmisores liberados de esta forma se les conoce también como
neuromoduladores. Una variedad de este tipo de comunicacidon es la somatica, que
consiste en la exocitosis de mensajeros quimicos a través del soma neuronal.

1.1.8.1 Exocitosis y endocitosis

Células como las neuronas, especializadas en la secrecién rapida de algunos de sus
productos cuando se les demanda, concentran y almacenan estos productos en vesiculas
secretoras. Las vesiculas secretoras se forman en la red trans-Golgi y estan formadas por
una membrana bicapa similar a la que constituyen la membrana plasmatica de la célula. El
contenido de las vesiculas varia de célula a célula y componerse de pequefas moléculas

organicas, péptidos, proteinas u otras moléculas.

La exocitosis es el proceso mediante el cual la membrana de una vesicula secretora se
fusiona con la membrana plasmatica, resultando en la secrecion del contenido vesicular al
exterior. En este proceso los lipidos de las dos membranas (vesicular y celular) se fusionan

una con otra formando eventualmente, una sola membrana.
La exocitosis consiste en cuatro etapas: anclaje, preparacion, fusion y reciclaje:

Anclaje. Para que las vesiculas secretoras puedan liberar su contenido primero deben de
unirse a la membrana, es decir, anclarse a ella. El mecanismo molecular por medio del
cual el anclaje es llevado a cabo continla siendo desconocido, aunque en primera
instancia las vesiculas secretoras son llevadas de la red trans-Golgi hacia la membrana

celular por medio de motores moleculares unidos a microtubulos.

Preparacidon. Una vez ancladas las vesiculas, éstas no se encuentran inmediatamente
disponibles para secretar, antes deben acoplarse con la membrana celular para ser

capaces de fusionarse. A este proceso se le conoce como preparacidn, y aunque sus

21



mecanismos no estdn completamente claros, se sabe que involucra a pares

complementarios de proteinas las cuales sufren cambios conformacionales.

Fusidon. Posteriormente la fusién se produce cuando ambas membranas se unen,
formando un poro de fusidon que conforme crece en didmetro, libera el contenido de la

vesicula y fusiona a las membranas en una sola.

Reciclaje (Endocitosis). Después de la secrecion, las vesiculas secretoras son recuperadas
por medio de un proceso llamado endocitosis, en el cual se recobra parte de las moléculas
secretadas al espacio extracelular almacendndolo en vesiculas que se desprenden de la

membrana plasmatica hacia el citoplasma.

1.1.8.2 Evidencia indirecta de exocitosis somatica de serotonina

Estudios con microdidlisis han mostrado cambios en los niveles extracelulares de
serotonina en respuesta a modulacion farmacolégica y de comportamiento [36, 37].
Ademas, estudios con voltametria han medido incremento en la serotonina extracelular
bajo estimulacidon eléctrica [38]. El descubrimiento de secrecién extrasindptica de
serotonina en vertebrados es consistente con la observacion del transportador de
serotonina SERT™ en sitios periféricos a las sinapsis como axones y dendritas [39], y la
observacion del receptor de serotonina 5-HTig principalmente en sitios extrasinapticos
[40].

1.1.8.3 Evidencia directa de exocitosis somatica de serotonina

Desde los primeros trabajos ultraestructurales realizados en neuronas de Retzius por
Coggeshall [29], fue demostrada la presencia de cantidades importantes de vesiculas
densas en contenido de serotonina en el soma de las mismas. Posteriormente se encontré
en neuronas de Retzius cultivadas, que las vesiculas se agrupan y exocitan cuanticamente
[32]. En estudios mas recientes se ha demostrado por medio de microscopia electrdénica
[33, 34] y microscopia con 3 fotones [41], que en el soma de neuronas de rata y

sanguijuela la serotonina se acumula en estructuras multivesiculares. En las neuronas de

19E| SERT es una proteina transportadora, que retoma serotonina de la hendidura sindptica de vuelta a las
terminales presinapticas.
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Retzius de la sanguijuela han sido identificadas como cumulos de vesiculas de nucleo
denso de alrededor de 1.3 um de diametro ubicadas en reposo en dos reservas, una

alrededor del nucleo y en otra areas mas periféricas del citoplasma [33, 34].

1.1.8.4 Dependencia de la exocitosis somatica a la frecuencia de la estimulacion
eléctrica

La secrecion de 5-HT es inducida por la despolarizacién del soma celular. En neuronas de
Retzius, la liberacion sinaptica de vesiculas claras ocurre en respuesta a potenciales de
accion individuales, mientras que la exocitosis vesiculas densas ocurre bajo estimulaciones
subsecuentes [42]. Estudios de la cinética de la exocitosis somatica en neuronas de Retzius
por medio de fluorescencia con FM1-43 [3, 33, 34] han demostrado que dicho fendmeno
es dependiente de la frecuencia de estimulacidn eléctrica tanto en el ganglio como en
cultivo. Usando ondas cuadradas con 10 ms de ciclo de trabajo con la finalidad de producir
Unicamente un potencial de accion por cada ciclo, la estimulacion a 1 Hz practicamente no
produce exocitosis mientras que a 20 Hz se producen incrementos de 96 + 20% sobre los
niveles de fluorescencia basales después de 2 minutos, debido a la fusién entre las
membranas vesiculares y la celular [3] (Figura 1.14). El rango de frecuencias que produce
secrecion somatica de serotonina en neuronas de Retzius, es fisiologica. Frecuencias
rapidas de disparo (~20 Hz) pueden ser originadas por medio de estimulacién mecanica

en la piel de las sanguijuelas [43].

A) B)

w 242segundos . ' :

Figura 1.14 Imagenes de fluorescencia una region del soma de una neurona de Retzius. A) antes y B) 242 segundos
después de ser estimulada con un tren de pulsos cuadrados a 20 Hz en presencia de 2 uM de FM 1-43. Modificado
de [3].
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1.1.8.5 Dependencia de la exocitosis somatica al calcio

La secrecion somatica en neurona de Retzius depende de la entrada transmembranal de
calcio seguida por la liberacién de calcio de depdsitos intracelulares [33]. La entrada de
calcio que acopla a la secrecion somatica con la excitacion se da a través de canales de
calcio de tipo L [3]. Dichos canales se activan con estimulacidén eléctrica, y a altas
frecuencias de estimulacion la entrada de calcio activa la liberacidn de calcio almacenado
en el reticulo endoplasmatico. Esto parece activar la sintesis de ATP en las mitocondrias,
gue en turno activa el transporte vesicular mediado por motores de kinesina adosados a
microtubulos [34, 44] (Figura 1.15).

Soma Figura 1.15 Representacion esquematica de la exocitosis
—mt  ATP somatica de vesiculas de ntcleo denso en neuronas de
Retzius. Estimulacién eléctrica con trenes de pulsos
- 0-0-0-0- ) cuadrados de 10-20Hz produce la entrada de calcio a través
QgL | —mit . . .
O 000 0- de canales tipo-L (LCach). Este calcio a su vez activa la
o 0-0-0-0 liberacién de calcio inducida-por-calcio de progresivamente
QgL L4 catt , . P progre
O 9-0-0-0 ® mas reservas internas en el reticulo endoplasmético (er). La
dcv{ \ onda de calcio se propaga a regiones internas del soma vy
5
G activa la sintesis de ATP en la mitocondria (mit). El
'/‘m 0000 ®_er incremento de ATP activa a los motores de kinesina (km)
/;W‘““ {. {. {. <. catt / que transportan cimulos de vesiculas de nucleo denso (dcvc)
1 666 Q a lo 'Iargo de microtibulos (mt) hacia la membrana
Dy {4 plasmatica (pm), con la cual se fusionan. Esta exocitosis dura
o) el ®® Pt LCach
TIT ) . -a- -~ pm del orden de minutos después del final del tren de pulsos
i3 cuadrados. La serotonina es liberada sobre células gliales.

Tomado de [45]

1.2 MEDICION DE LA EXOCITOSIS SOMATICA

1.2.1 TECNICAS DE MONITOREO DE SECRECION SOMATICA

La liberacion de neurotransmisores y hormonas son procesos altamente regulados, los
cuales involucran varios mecanismos moleculares. Varios métodos han sido desarrollados
para develar la cascada de reacciones bioquimicas que dan lugar a la exocitosis, asi como
para medir el numero de vesiculas endocitadas, exocitadas y la cantidad de producto
liberado durante el ciclo vesicular en células vivas en tiempo real. Tres de las técnicas mas
utilizadas para llevar a cabo el monitoreo son: la amperometria, la microscopia de
fluorescencia y el patch-clamp. Cada técnica tiene limitaciones inherentes, pero han
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proporcionado informacion complementaria acerca de los procesos de secrecidon
vesicular.

1.2.1.1 Amperometria

La amperometria permite la deteccion de los productos celulares secretados mediante la
medicion de la corriente generada por la oxidacion o reduccion del quimico con la
superficie de un electrodo de fibra de carbono cercano a la célula. Los electrodos de fibra
de carbono fueron usados por primera vez por Ponchon et al. en los 80 para medir
sustancias libres en el sistema nervioso central [46], y a principios de los 90 Wightman et
al. combinaron la amperometria con microelectrodos de fibra de carbono para cuantificar
la respuesta secretoria de células cromafines individuales [47].

La velocidad y la sensibilidad con la que permite medidos eventos individuales de
exocitosis han permitido la caracterizacion relaciones espacio-temporales entre la entrada
de calcio dependiente de voltaje y los subsecuentes eventos de fusion [48]. Las
mediciones con amperometria estan limitadas a zonas muy cercanas a la fibra de carbono,
ademas su uso exige conocer perfectamente los materiales y la configuracién que
ofrezcan mayor selectividad®? y que mejor se ajusten a las condiciones y equipo
disponible.

1.2.1.2 Microscopia de fluorescencia

En 1985 Lichtman et al. describieron por primera vez la dependencia de la actividad en la
toma y liberaciéon de colorantes fluorescentes en estudios de terminales nerviosas
motoras en la serpiente [49]. Con el desarrollo de los colorantes de estiril como el FM 1-
43, fue posible extender el uso de los colorantes fluorescentes dependientes de la
actividad vesicular y membranal [50]. Las caracteristicas fisico-quimicas de colorantes
como el FM 1-43 los hace muy utiles en estudio del ciclo vesicular:

1. La longitudes de onda de excitacidn y emisién son diferentes (500 nm y 650 nm
para el FM 1-43).

2. Pueden se endocitados por las células al ser diluidos en la solucién extracelular,
para después ser liberados por exocitosis

11 .. . . . . .
La selectividad es una medida que indica la porcidn de la corriente total generada en el electrodo por la
sustancia de interés en la presencia de sustancias que interfieran.
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3. Su estructura molecular similar a la de los fosfolipidos, es decir cuenta con una cola
hidrofobica formada de cadenas de hidrocarburos y una cabeza hidrofilica
conocida como fluoréforo. Esto permite que al producirse la fusién vesicular, las
colas hidrofdbicas se introduzcan a la membrana celular.

4. Al introducirse en la membrana plasmatica, el colorante incrementa su
rendimiento cuantico (incremento en su brillo, aproximadamente 350 veces para
el FM 1-43).

Debido a lo anterior la toma de imagenes con cdmaras en microscopios épticos, o con
fotomultiplicadores en microscopios confocales; permite la adquisicion de informacién
espacio-temporal acerca del trafico y fusion vesicular en regiones de una célula o en una o
mas células completas (ej. [3, 33, 34]). Sin embargo, las mediciones suelen estar limitadas
a un plano focal por captura y la resolucién temporal de este método suele ser bastante
inferior a la que poseen los métodos electroquimicos y electrofisiologicos debido a la
latencia de captura de cada imagen. Ademas, en algunos sistemas el ruido puede ser un
problema importante debido, por ejemplo, a fluorescencia enddgena en la célula.

1.2.1.3 Patch-clamp

Después del descubrimiento de que la electricidad es parte de la fisiologia animal, durante
el siglo XIX, el registro de la actividad eléctrica en preparaciones bioldgicas fue posible
gracias al desarrollo de sofisticados electrodos. Mucho antes, de que los canales idnicos
fueran conocidos, los potenciales de membrana fueron registrados usando simples
electrodos de vidrio llenos con agua de mar en experimentos como los de Hodgkin y
Huxley en el axdn gigante de calamar, en los que estudiaron las corrientes idnicas
presentes durante los potenciales de accion [11]. En 1949, los principios del voltage-clamp
(fijacion de voltaje) fueron desarrollados por Kenneth Cole. Esta técnica permitid controlar
el potencial de membrana, mientras se miden las corrientes idnicas a través de la
membrana, y su desarrollo hizo posible el estudio de las relaciones corriente-voltaje en las
células. Posteriormente en 1976 Erwin Neher y Bert Sakmann propusieron el uso de
micropipetas de vidrio en conjunto con el voltage-clamp, asi como la creacion de parches
entre la micropipeta y la membrana celular, con la finalidad de aislar una pequena region
de membrana y reducir el ruido en el registro [53] (Figura 1.16). La técnica creada se
denomind patch-clamp, y a pesar de las primeras limitaciones, con el paso de los afos y su
uso en multiples trabajos de investigacién (alrededor de 1000 articulos cientificos cada
afo hasta 1995 [54]), la técnica tuvo un continuo desarrollo con la introduccion de nuevos
protocolos, materiales, equipo y técnicas de analisis.
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Micropipeta

Fijacion de voltaje

Fibra muscular
Figura 1.16 llustracion de la configuracion usada por Neher y Sakmann para medir corrientes en canales
individuales en fibras musculares de rana. A la derecha estan un par de microelectrodos de vidrio que junto con

un circuito electrénico tenian la funcidn de fijar el voltaje de la fibra muscular. A la izquierda se encuentra la
micropbienta usada para medir la corriete en los canales ionicos. Modificado de [531.

En 1982, Neher y Marty [51] reportaron que la técnica de patch-clamp en la configuracién
de whole-cell (véase 1.2.2) junto con un analisis de admitancia podia ser usados para
monitorear la capacitancia membranal. La cuantificacion de secrecidn mediante esta
técnica reporta el cambio total en el area del dieléctrico, y por tanto la exocitosis en la
célula completa. Sin embargo, solo es posible medir cambios netos, lo cual hace imposible
discernir entre los procesos dinamicos de endocitosis y exocitosis en un instante de
tiempo. No obstante, los métodos electrofisioldgicos permiten resoluciones temporales
del orden de milisegundos, y resoluciones capacitivas del orden de femtofaradios en
células de entre 10 y 20 um, como las células cromafines en [51, 55]. Ademas, en el caso
de eventos de exocitosis con duraciones del orden de minutos como la exocitosis somatica
en neuronas de Retzius, la cinética de exo-endocitosis puede ser resulta sin dificultades

1.2.2 WHOLE-CELL PATCH-CLAMP

El patch-clamp en configuracién whole-cell fue descrita por primera vez en [55] por Hamill,
Neher, Marty et al. (1981). El whole-cell es obtenido al romper con presion negativa el
parche entre la micropipeta y la célula, sin deshacer el sello previamente formado (Figura
1.17). Esta técnica permite estudiar las corrientes idnicas totales en la célula y alterar los
constituyentes del citoplasma de acuerdo a las necesidades del experimento.
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SELLO DE BAJA (50 MQ)
RESISTENCIA

l Succién
ICELL-ATACHED
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Pulso de Jalado
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Figura 1.17 Representacion esquematica de los procedimientos que llevan a las diferentes configuraciones de
patch-clamp. A) La configuracidn en cell-attached es la base del patch-clamp, a partir de ella se llega a cualquier
otra configuracidon. Mediante operaciones de jalado y succién se consigue llegar a las configuraciones de inside-
out B), outside-out C) y whole-cell D). Modificado de [54].

1.2.2.1 Montaje para realizar el patch-clamp

La gran diversidad de preparaciones experimentales y tipos de experimentos que pueden
realizarse con el patch-clamp se refleja en una gran variedad de montajes y equipo usados
en diferentes laboratorios. En la practica no existe un estandar, sin embargo hay algunos
componentes basicos que deben estar presentes en cualquier montaje funcional de patch-
clamp. A continuacion se describe brevemente a algunos de ellos:

Mesa anti-vibraciones. Movimientos y vibraciones microscopicas estan presentes en
todos los edificios en mayor o menor medida y deben de ser amortiguados con una mesa
anti-vibraciones. Es sobre esta mesa donde iran todos los componentes que puedan
producir errores por vibracion (Figura 1.18 A).
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Figura 1.17 Fotografia del montaje usado para realizar patch-clamp en esta tesis. A) Mesa anti-vibraciones. B) Jaula
de Faraday, puede ser parte de la construccién del cuarto, o ser una mas pequefia que cubra al montaje. C)
Microscopio invertido. D;) Micromanipuladores mecanicos y D,) micromanipulador hidraulicos con el control (abajo) y
el efector (arriba).

Jaula de Faraday: La funcién de la jaula de Faraday es aislar del ruido electromagnético
ambiental a la preparacién asi como a los componentes de electrénicos de precision
(Figura 1.18 B).

Microscopio: Cualquier microscopio que permita la observacion de la célula con
resolucién espacial de micrémetros es adecuado para realizar el patch-clamp, siempre y
cuando posibilite el acceso de la micropipeta a la célula (Figura 1.18 C).

Micromanipulador: Su funcién es dirigir las micropipetas de patch-clamp hacia las células,
controlando el movimiento en un orden submicrométrico (Figura 1.18 D).

Amplificadores: Los amplificadores de registro son la base del voltage y current-clamp,
gue a su vez son parte esencial del patch-clamp. Como se ha mencionado antes, su
funcién es la de proporcionar control sobre una de las variables (corriente o potencial de
membrana), mientras la otra es medida; todo por medio de un uUnico electrodo (Figura
1.18 E).
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Estimuladores: Los estimuladores son usados para generar protocolos de estimulacién en
forma senales de voltaje, las cuales son enviadas al amplificador de registro para ser
acondicionadas e inyectadas a la célula o membrana. En el caso del presente sistema, se
utilizé una PC como estimulador.

1.2.2.2 Amplificador de patch-clamp

Los amplificadores de patch-clamp son los aparatos que contienen la circuiteria necesaria
para la medicién vy fijacién de voltaje y corriente. Los amplificadores de patch-clamp
tienen una pequefia extensidn conocida como headstage (cabezal), dentro de la cual se
encuentra el circuito eléctrico mas importante del amplificador, el convertidor corriente-
voltaje. En el caso del voltage-clamp o fijaciéon de voltaje, el circuito convertidor con
retroalimentacién resistiva mostrado en la Figura 1.19, funciona de la siguiente forma: la
corriente (I,,) que fluye a través del electrodo, atraviesa un resistor de alta impedancia (R)
que causa una caida de voltaje (V) que es proporcional a I,; ademds un amplificador
operacional es usado para ajustar automaticamente el voltaje de la fuente (V;) y mantener
el potencial en la micropipeta tan cercano al potencial de referencia como sea posible
(Vier, sefial de estimulacion). Dado que la respuesta del amplificador operacional es
bastante rapida, puede asumirse para efectos practicos que el potencial de la célula es
igual al voltaje de referencia (V}, = V;..¢). Cuando fluye corriente en la membrana a través
de canales ionicos, V;, es desplazado instantaneamente del valor de V. El amplificador

consigue mantener la igualdad V, = V.., modulando la amplitud de I,,.

74"

V0=Ip X R

L Vief

Figura 1.19 Diagrama eléctrico de un convertidor corriente-voltaje. I,, es la corriente de la pipeta, R es la resistencia
de realimentacidn, Vs es el voltaje de referencia o de estimulacion, V es la corriente de la pipetay V, es la salida
del convertidor. Modificado de [56].
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1.2.2.3 Micropipetas, electrodo y soporte

Las pipetas de patch-clamp tienen tres funciones en el registro de actividad
electrofisiolégica: la creacidon de sellos que impiden la fuga de corriente durante la
medicion, la contencién del puente liquido que conecta el electrodo con la superficie o el
interior de la célula, y como aislantes permitiendo medir las corrientes idnicas con bajos
niveles de ruido. Las propiedades eléctricas de las pipetas dependen del material con que
son hechas, asi como de su geometria, es por eso que para cada tipo de registro es
necesario fabricar micropipetas ad hoc. Las micropipetas para whole-cell deben tener
longitudes de estrechamiento de hasta 5 mm, diametros en la punta de entre 2 y 4um vy
resistencias de entre 1 y 10MOhm [57] (Figura 1.20).

A)

B)

Figura 1.20 Fotografias de puntas de una micropipeta y un microelectrodo con magnificaciones de 400x. A)
Microelectrodo para registro intracelular con 0.06um de didmetro en la punta y una longitud de estrechamiento de
1.2 mm B) Micropipeta para whole-cell con aproximadamente 2um de didametro en la punta y una longitud de
estrechamiento de 4mm. Modificado de [57].

El primer paso en la fabricacién de micropipetas adecuadas es la eleccién del material. El
material elegido en este proyecto es el borosilicato pues es relativamente econdmico,
tiene propiedades eléctricas y mecdnicas aceptables, y permite la fabricacién de puntas de
3um o mas [57]. El segundo paso es el “jalado” de las pipetas, o propiamente, de los tubos
capilares de vidrio de los cuales se derivan. Este procedimiento se lleva a cabo por medio
de un aparato llamado puller, el cual en su forma mas simple, pasa corriente a través de
un filamento hecho de tungsteno o platino y jala de un tubo capilar de vidrio mientras
este comienza derretirse por el calor del filamento (Figura 1.21). En el caso de las pipetas
para whole-cell, suele ser necesario el uso de varios ciclos de jalado para poder fabricarlo

con la geometria adecuada.
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El tercer paso consiste en recubrir la punta, y en ocasiones la micropipeta completa, con
un material hidrofébico y con malas propiedades de dieléctricas, con la finalidad de
formar un mejor sello, aminorar el ruido de la pipeta y reducir la capacitancia parasita de
la pipeta. Sin embargo, aunque este paso es obligatorio para pipetas de registro de canal
Unico, suele no serlo para pipetas de whole-cell. El cuarto y ultimo paso, consiste en el
pulido de la punta de la micropipeta por medio de calor. Este procedimiento ayuda a la
formacidn del sello previniendo la ruptura de la membrana celular por irregularidades en
la superficie de la punta.

Tubo capilar de vidrio

Figura 1.21 Esquema del mecanismo para jalar tubos capilares del puller P-97 de Sutter Instruments. A) Barras de
jalado en las cuales se sujeta a los tubos capilares, B) guias para las barras de jalado, C) poleas para los cables (en color
rojo) que tiran de las barras de jalado, D) filamento para calentar los tubos de vidrio. Modificado de [58].

En los registros con patch-clamp, solo dos electrodos son usados, el electrodo de la
micropipeta que sirve para estimular y registrar la actividad eléctrica, y el del bafio o
solucidn extracelular que funciona como referencia. Es importante el uso de electrodos
tan idénticos como sea posible (en material y area superficial), hechos de materiales con
potenciales de reduccion bajos para evitar diferencias de potencial entre ambos
electrodos por reacciones de reduccion. Por otro lado, debido al envio de sefiales de
estimulacion a través de los electrodos, por momentos puede haber diferencias de
potencial entre ambos, lo cual puede conducir a la polarizacién de los electrodos (Figura

DC voltage
+ -

Cl | Cr Na* K~
< | ucoy kK | ca
<l Na*| K* Na*

Cllep- Na™| Ca?"

HCO; ’ + I Na™
30 Na i

Figura 1.22 La polarizacion de los electrodos retrasa los cambios de potencial como lo haria un capacitor.
Modificado de [59].
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1.22). Esto sucede por la acumulacién de iones con cargas opuestas a la de los electrodos,
es decir, los cationes se acumulan alrededor del dnodo, y los aniones alrededor del
catodo. La acumulacion de cargas provoca un efecto similar al de un capacitor,
produciendo retrasos en las sefales. Para evitar todos estos efectos indeseables, se
recomienda el uso de electrodos de platino (Pt) o de plata clorurada (alambre de Ag con
una capa de AgCl).

Por otro lado, el soporte de la micropipeta o holder, es un dispositivo en el cual se monta
la micropipeta y el electrodo, y el cual permite la aplicacién de presiones positivas o
negativas dentro de la micropipeta. Ademas cumple la funcién de adaptador, conectando
el electrodo al headstage del amplificador (Figura 1.23).

Electrodo de Conducto para aplicacion
Micropipeta Ag+AgCl / de presion

~<g 1

Solucién intracelular

Conector para el
Cuerpo de Teflén headstage

Figura 1.23 llustracidon esquematica de un holder o soporte para pipetas con succion. Basado en el holder HL-U de
Axon Instruments.

1.2.2.4 Procedimientos experimentales

Durante realizacion de los experimentos, la micropipeta tiene que ser desplazada para
entrar en contacto con la membrana celular, formar el sello y romper el parche. Para
hacerlo, ademas de un microscopio, es necesario monitorear la resistencia de la pipeta
aplicando un pequefio pulso de voltaje de entre 2 y 5mV a través del amplificador. Al
meter el electrodo al bafio, la sefial de corriente debe de corresponder a la respuesta de
un resistor (Figura 1.24 A). Una vez que el electrodo hace contacto con la célula, la
resistencia debe aumentar espontdaneamente de un 10 a 50%, ademads se aprecia la
aparicion de transitorios capacitivos originados por capacitancias parasitas de la
micropipeta (Figura 1.24 B).
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A) Bafio B) Sobre la célula

Amplitud de corriente

C) Sobre la célula con sello
y capacitancia compensanda D) Whole-cell

Amplitud de corriente
o

Tiempo

Figura 1.24 Trazos de corriente durante el establecimiento de un registro en whole-cell. A) La micropipeta dentro
del bafio. B) La micropipeta sobre la célula después de la formacién del sello, C) y posteriormente con la capacitancia
compensada. D) Después de la ruptura del parche.

Por medio de la aplicacién de presidn negativa dentro de la micropipeta a través del
holder, se consigue la formacion de un sello entre la membrana celular y la micropipeta.
Esto se traduce en un aumento importante de la resistencia del orden de los gigaohms.
Posteriormente la capacitancia de la micropipeta puede ser compensada (neutralizada)
por medio de ajustes de compensacion presentes en todos los amplificadores de patch-
clamp comerciales (Figura 1.24 C). Finalmente, para romper el parche de membrana bajo
el electrodo y tener acceso directo al citoplasma, es necesario efectuar un breve pulso de
succion. El resultado, es una caida enorme de la resistencia y la aparicidon de transitorios
capacitivos debidos a la capacitancia total de la célula (Figura 1.24 D).

1.2.2.5 Circuito equivalente de una célula en whole-cell

Como resultado de poner a la célula en whole-cell el circuito equivalente es el mostrado a
continuacion en la Figura 1.25:
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Headstage

Bafio

Micropipeta Figura 1.25 Circuito equivalente a una célula

en whole-cell. Cp;pesq €5 la capacitancia de
la micropipeta debida al dieléctrico formado
por el vidrio, asi como Rpjpera €s la
resistencia de la micropipeta. Rpyg, €s la

Cp\'peta

resistencia por la cual se fuga corriente en el
sello. C,, y Ry son la capacitancia y la
resistencia de la membrana celular
respectivamente, Ryq¢cp €5 la resistencia del
parche de membrana. Modificado de [59].

Donde G,, es la suma de la conductancia de todos los canales idnicos en la membrana
plasmatica

Gy = % =Gng + Gx + Gy + Gy, (1.8)
Cyn es la capacitancia de toda la membrana celular, Cyipera €5 la capacitancia formada
entre la micropipeta y el bafio, ya que el bafio es conectado a tierra y del otro lado del
vidrio se envian los estimulos de voltaje; Rpiperq €S la resistencia del electrodo y la
micropipeta; Rry 4, €s la resistencia por la cual se fuga electricidad en el sello entre la
membrana y la pipeta; y Rpq:cn €5 la resistencia que se forma por el parche de membrana.

1.2.2.6 Modelo simplificado de la neurona en whole-cell

Por procedimientos practicos es posible obtener una forma simplificada del mismo que
permite un desarrollo matematico mas sencillo conservando la dindmica del sistema
(Figura 1.26 B). La resistencia de fuga en el sello Rr, 44, puede ser llevada a magnitudes
muy altas (i.e. GOhm) creando un sello muy firme entre la pipeta y la célula (Rfy g, — ).
En el caso de Cpipeta, SU magnitud pude reducirse por varios medios, llevando su valor
practicamente a cero. En principio su valor es cominmente de algunos picofarads y puede
mantenerse pequefio usando la cantidad minima necesaria de solucién extracelular
(bafio), de tal modo que el area de contacto entre ambas sea pequefia. Ademas pueden
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emplearse recubrimientos de Sylgard (elastémero de silicdn) o cera dental en la superficie
de la pipeta, de tal modo que el dieléctrico entre la solucién de la micropipeta y el bafo se
vea afectado reduciendo la capacitancia. Por ultimo, se puede utilizar la funcion de
compensacion de capacitancia de la micropipeta, incluida cualquier amplificador
comercial de patch-clamp. Al eliminarse Cpiperq Y Ryuga del circuito, Ryipeta ¥ Rpatcn
guedan en serie, cuya resistencia equivalente se denomina comunmente en la literatura

como resistencia de acceso (R,).

A B

—i(t)

Cpipeta== Rpipeta :E -_-1- Cpr{tZ 0 ., _T_i V(t)
o Ra :D -
. <
Rfuga :E Rpatch Bt
| Rpipeta + Rpatch = Ra Cm J— $Rm
-|- Cm 2Rm -L_rr
l'=.- -

Figura 1.26 Diagramas esquematicos de circuitos equivalentes a la célula en whole-cell. La representacién (A) mas

exacta puede ser (B) simplificada por procedimientos practicos reduciendo el circuito a tres elementos.

Los valores promedio de los componentes en neuronas de Retzius, se presentan en la
siguiente tabla (Tabla 1.1), y a modo de comparacion también se muestran los valores de
células cromafines, las cuales son células neuroendocrinas en las que se han hecho
mediciones de capacitancia durante eventos de secrecion.

Tabla 1.1 Valores promedio de los componentes eléctricos, Ra=25MOhm

Célula Diametro Cn R,
Neurona de Retzius 60-80um 1.2nF 50MOhm
Célula cromafin 10-20pm 22pF 500MOhm
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1.2.3 CUANTIFICACION DE SECRECION EN WHOLE-CELL

1.2.3.1 Estimacidn por estimulacion con ondas cuadradas

Los métodos de estimulacion con ondas cuadradas, también como “métodos en el
dominio del tiempo”, son quizas los métodos mas intuitivos por contar generalmente con
mayor sencillez conceptual y matematica. Fueron introducidos por Lindau y Neher en
1988 [60], y en su forma mas bdsica, consisten en estimular al sistema con un pulso
cuadrado de voltaje, y a partir de la respuesta en corriente, calcular de forma muy directa
un par de los componentes del sistema, tal y como se aprecia en la Figura 1.27. Al conocer
L.g € Il.girm, puede calcularse por ley ohm el valor de las resistencias R, y R,,.
Posteriormente para estimar la magnitud de C,, pueden usarse dos métodos. Uno
integrando el area bajo la curva en el segmento transitorio de la respuesta, o el otro,
ajustando exponenciales a los datos del segmento transitorio de la respuesta.

V.S‘ quare IT[Z

I I ra+1rm

Amplitud

Tiempo

Figura 1.27 Graficas de las sefales de estimulo y respuesta, e identificacion de corrientes resistivas en el método de
estimacién con ondas cuadradas. Un pulso de voltaje Vygqre €5 enviado a una célula y su respuesta en corriente
presenta un pico al inicio, el cual idealmente es igual a la corriente que pasa Unicamente por la resistencia Ra. En la
parte final del pulso de voltaje, la respuesta del sistema entra a un estado estable en el cual la corriente total del

sistema es igual a la corriente que pasa a través de R; y Ry,.

El método de integracidn, llamado Q-method fue desarrollado en 2006 por Novak, P. y
Zahradnik, 1., [61], y ha demostrado tener alta resistencia al ruido y a errores inducidos
por cambios en las resistencias, consiguiendo resoluciones muy cercanas al limite tedrico.
Una de sus mayores virtudes es la rapidez de los algoritmos de cdlculo, llegando ejecutar
hasta 40,000 estimaciones de por segundo en computadoras contemporaneas al trabajo.
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Sin embargo, de acuerdo con sus creadores, para conseguir cdlculos suficientemente
fiables se requiere que la frecuencia del pulso y por lo tanto de cada estimacion, sea como
maximo:

1 Ry, * Ry *x Cpy,
fomer =137 T TR, +R,

donde 1 es la constante de tiempo del sistema. En el caso de las células de Retzius cuyos
valores promedio de capacitancia y resistencia se muestran en la Tabla 1.1, produce
valores muy bajos de frecuencia de estimacion:

R, = 25 MOhm, en promedio para whole — cell,

fomaxcromarin & 159 estimaciones por segundo
fomax Retzius = 3.9 estimaciones por segundo

La frecuencia de estimacidn con el método Q en células de Retzius puede ser impractico,
debido a que una frecuencia de muestreo de 4Hz puede generar una importante pérdida
de informacion.

Por otro lado, el método de ajuste de exponenciales sufre del mismo inconveniente
causado por el uso de pulsos cuadrados. Sin embargo, en este método el tiempo
requerido por estimacion puede ser mayor debido a que consiste en algoritmos iterativos
para la el ajuste de exponenciales. Tradicionalmente ha sido ejecutado “offline”.
Actualmente existen optimizaciones a este método [62], sin embargo, su aplicacion en el
monitoreo de neuronas de Retzius, sigue estando limitada por la constante de tiempo de
la célula. Por ultimo, un problema comun en muchos de los métodos de estimacidén por
estimulacion con pulsos cuadrados, es que el pico maximo de corriente en la parte
transitoria de la respuesta, puede resultar imposible de muestrear, o puede estar
severamente afectado por ruido térmico, electromagnético, o bioldgico; por capacitancias
parasitas o por filtros en el equipo. Esto puede producir que el calculo de R, sea muy
impreciso y arrastre errores en el resto de las operaciones.

1.2.3.2 Estimacidn por estimulacion con ruido

Los métodos de estimacidn y monitoreo de cambios en los componentes o parametros
eléctricos se basan en calculos en el dominio de la frecuencia, generalmente por medio de
transformadas rapidas de Fourier. En esencia estos métodos consisten en hallar la funcién
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de transferencia de la célula en whole-cell definida por la relacién de la corriente entre el
voltaje en el dominio de la frecuencia (admitancia) [54].

A partir de él se pueden calcular facilmente los valores de los componentes del sistema.
Ademas, por medio de adicion de algoritmos mdas complejos ha sido posible la obtencion
de estimaciones altamente precisas, permitiendo incluso la estimacién de parametros en
neuronas no isopotenciales, y con sus neuritas (axones o dendritas) intactas [63]. Sin
embargo, debido a que el ancho de banda de las neuronas de Retzius esta situado
aproximadamente entre los 10 y 80 Hz, la cuantificacion de cambios capacitivos en tiempo
real, no resulta muy practica. Los tiempos de estimulacion con ruido blanco necesarios
para poder obtener sets de datos suficientes en el ancho de banda del sistema, son
demasiado largos e impiden la generacidon de una tasa de estimaciones por segundo
suficiente.

1.2.3.3 Estimacidn por estimulacion con ondas senoidales

Los métodos de estimacion y monitoreo por estimulacién con sinusoidales fueron
introducidos por Neher y Marty en [51]. En ese trabajo se propone la utilizacién de una
sencilla identidad trigonométrica para detectar cambios en la corriente de respuesta a
angulos de fase determinados, nombrandola deteccidén sensible a la fase. En esencia la
deteccidon sensible a la fase (véase 1.2.4) funciona descomponiendo la corriente
membranal en dos corrientes ortogonales, la corriente capacitiva y la resistiva. Las
amplitudes de dichas corrientes pueden ser calculadas por métodos computacionalmente
econdmicos, lo cual permite monitorear las variaciones de capacitancia de membrana
midiendo un valor escalar y discriminando cambios de corriente debidos a la resistencia
de membrana.

Debido a lo expuesto anteriormente, y a que durante mucho tiempo este método fue el
unico que permitié monitorear en tiempo real cambios capacitivos en las células, ha sido
usado en la mayor parte de los trabajos que involucran la medicién de endocitosis y
exocitosis tales como: la comunicacion entre células gustativas y terminales nerviosas
[64], los efectos de la hemocromatosis*? en la endocitosis y exocitosis de transferrina®®
[65], o la dindmica de la exocitosis de insulina en células pancreaticas [66].

Algunas modificaciones a este método han sido desarrolladas. En [67] y [68] se propone el
uso de una estimulacién compuesta por la suma de dos senoidales armdnicas, con el fin
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de sobredeterminar el sistema de ecuaciones que describe a la célula en whole-cell. Sin
embargo, cada una de las senoidales debe tener la mitad de la amplitud usada en
métodos de senoidal simple, reduciendo considerablemente la relacion sefial a ruido [69].
Por otro lado, en [70] y [71] se propone la compensacion de por software de las
capacitancias y resistencias parasitas dentro de los amplificadores de patch-clamp, con el
fin de mejorar la precisién en las mediciones.

El uso de estos métodos tiene algunas limitaciones que deben considerarse durante el
disefio experimental y el anadlisis de datos. Su aplicacién necesita de la asuncion de que el
potencial de equilibrio de todas las especies idnicas se mantiene constante durante todo
el experimento, lo cual no es verdadero. Ademas, se asume que la célula estudiada es
isopotencial, lo cual provoca errores especialmente importantes en células que cuentan
con somas muy diferentes a los una esfera, y con muchas ramificaciones [69]. La mayoria
de las variantes del método estan optimizadas, y han sido usadas con células de tamano
pequefio a mediano (10-30um), sin embargo, en células grandes como la neurona de
Retzius, se pueden producir errores importantes en la medicién de cambios capacitivos
debidos a cambios en resistencia de acceso [70]. Por otro lado, dado que la neurona de
Retzius es bastante grande, y el valor de sus componentes resistivos y capacitivos genera
una constante de tiempo muy grande, resulta imposible el uso de cualquier otro método
que no sea el de estimulacion con ondas sinusoidales para alcanzar el objetivo con
suficiente precision y alta resolucién temporal.

Como se ha sefialado anteriormente, la mayor parte de los métodos desarrollados
actualmente no son adecuados para su uso con células grandes como la neurona de
Retzius, es por eso que en el presente trabajo se propone generalizaciones de algunas
ecuaciones asi como algunas estrategias matematicas y técnicas para obtener mediciones
estables y con bajo ruido con neuronas de Retzius.

1.2.4 PRINCIPIOS MATEMATICO DE LA DETECCION SENSIBLE A LA FASE

A continuacion se muestra detalladamente el principio matematico en el que se basa la
deteccién sensible a la fase, la cual permite la deteccion de cambios resistivos vy
capacitivos en las células, y por consiguiente, la deteccién y monitoreo eventos de
exocitosis y endocitosis. En primer lugar, si a un sistema como el mostrado en la Figura
1.26 se le estimula con una sefial de voltaje sinusoidal v(t) = A,sen(wt), la corriente
total (i(t)) del sistema serd igualmente una sefial sinusoidal con amplitud A; y fase
distinta a la del estimulo,

i(t) = Ajsen(wt + B),
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. T
la cual puede ser separada en dos corrientes ortogonales en fases (a) y(«a +5) por

medio de la siguiente identidad trigonométrica:
sen(x + y) = sen(x)cos(y) + cos(x)sen(y)
Si
x=wt+a, y=f—-a«a
entonces
sen(wt + B) = sen(wt + a) cos(B — a) + cos(wt + a) sen(f — a),
por lo tanto,
i(t) = A;sen(wt + B) = A; cos(B — a) sen(wt + a) + A;sen(B — a) cos(wt + a),

Si

Ay =Ajcos(B—a),  Ap =Aisen(f—a)

T
i(t) = A;sen(wt + B) = A;; sen(wt + @) + Ajysen (wt +a+ E)'

Cada una de las corrientes ortogonales es multiplicada coeficientes constantes (4;1, 4;2),
los cuales determinan la amplitud de la corriente que circula por el sistema en esa fase

(ax + g, a), y cuya magnitud depende de variaciones en los componentes del circuito. Si
es fijado a la fase en la que se dan los cambios de corriente capacitiva, entonces es posible
medir los cambios capacitivos en la célula durante eventos de exocitosis, despreciando los
cambios resistivos en la membrana, debido a que dichos cambios se dan en « +§. Por

otro lado, una forma muy sencilla y computacionalmente eficiente de calcular el valor de
los coeficientes A;; y A;,, es utilizando otra identidad trigonométrica,

cos(w — z) — cos(w + 2)
2 )

sen(w)sen(z) =
Si
w = wt+f, z=wt+a
entonces

cos(f —a) —cos(Rwt + B + )

sen(wt + B)sen(wt + a) = > ,
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en el caso de A;; (el desarrollo para 4;, es similar),

i(t)sen(wt + a) = A;sen(wt + B)sen(wt + a) = %cos(ﬁ —a) — %cos(Zwt +B+a)

Ademas integrando la expresion anterior en un periodo T,

21

T=—

W
1fTAi B =)= cosut + f+a) = Dcos(f—a) =22 (11
TOZCOSﬁ a 2cos(a) B a)—zcosﬁ 0(—2, 1)

Como requisito previo para poder hacer la deteccién sensible a la fase, es necesario
conocer el valor inicial o basal de los componentes eléctricos del sistema, para poder
calcular el valor del angulo de fase de los cambios de corriente capacitiva.

1.2.5 MODELO MATEMATICO DE LA NEURONA EN WHOLE-CELL

1.2.5.1 Corriente del circuito ante excitacion de voltaje senoidal

A continuacion se presenta el modelo matemdtico que permite conocer la corriente que
circula en todo el circuito (célula en whole-cell) cuando es estimulado con un voltaje
sinusoidal (v(t)). Este modelo es de gran utilidad en el desarrollo matematico de
secciones posteriores de este trabajo. Dado que la corriente total del sistema (i(t)) es
igual a la corriente de R, (ig4(t)), que es la suma de las corrientes de C,, (icm(t)) Y Ry,

(iRm(t));
() = ipa(t) = icm(t) + irm(t),  (1.2)

una forma de hallar una expresién para iz, es primero encontrar expresiones
matematicas para i¢cy, € igm- ESto puede hacerse de la siguiente forma:

v(t) = Vpa(t) + vem(t) = Vra(t) + vrp (2)

Donde vg, es el voltaje de R, V¢, €S el voltaje de Cy,, Y Vg €S €l voltaje de R,,,. Primero
haciendo el procedimiento para ic,, (Por simplicidad en la notacidn, en adelante sélo las
variables de voltaje y corriente totales del sistema seran escritas con el tiempo como
argumento):

1 r.
v(t) = Vpa + Vem = (iCm + iRm)Ra + C__f lem dt

m
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. Ve 1 (. . R 1 .
v(t) = (LCm + R—:) R, + aj iem dt = icmRy + (RmaCm + a) f iom dt

Transformando al dominio de la frecuencia por medio de la Transformada de Laplace con
condiciones iniciales iguales a cero,

R G

R, N 1 )ICm
S

L) = v(s) = IemRa +

L R,,,Cps v(s)
M T Ry + Ry 4 RgR iy Crs’

(1.3)

Por otro lado para ig;,:
v(t) = Vrq + Vgm = (icm + igm)Ra + igmBRm

dvc . . d(igm) = . .
v(t) = <Cmd_tm + lRm) Ry + igmRym = <CmRmd—tm + lRm) Ry + igmBRm

Transformando al dominio de la frecuencia con condiciones iniciales iguales a cero,
L{v(t)} = U(S) = (SCmRmIRm + IRm)Ra + IgmRm

I v(s)
CORM T (sCRm + DR, + Ry,

(1.4)

Entonces transformando (1.2) al dominio de la frecuencia y sustituyendo (1.3) y (1.4),

L{O)} = 1(5) = Iem + Irm

SR,,Cn +1
R, + Ry + SR R Cr’

I1(s) = v(s) (1.5)

Como v(t) es una sefial sinusoidal de amplitud V y frecuencia w, entonces

v(s) = L{v(t)} = L{Vsin(wt)} = Vsz-l-_a)z'
SRpCpp + 1

I(s) = (Vw) (Ra YR, + SRaRmCm)(SZ + 0)2);

(1.6)

para hallar una forma transformable de (1.6), esta ecuacién puede separarse en
fracciones parciales,

SR Cp +1 ):( )(As +B C )

% +
Vo) ((Ra + Ry, + SRR, Crp) (52 + w2) 52+ w? ' R, + Ry + SRR Cp
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donde

4= Rp2Chy 5 - Rn2Cm’Row? + Ry + Ry o R,3C.*R,
) - D ) - )

D = R,%>+ 2R,R, + Ry* + Ry *Cry® R 2 0%,

sustituyendo las fracciones parciales en (1.6),

Ry C s R Cn?Raw? + Ry + Ry w Rp2C 1
I(s)=V 1.7
Q) w|< D >(sz+w2)+< wD (52+w2)+ D s+Rm+R“ |@.7)
RpRaCn

Finalmente, transformando (1.7) al dominio del tiempo,

Rm’Cr’Row? + Ry + R Ry%C _Rn*Rq
Ipa =Vw << Ut = a) sen(wt) + ( mD UL ) (cos(wt) + e( RmRaCmt)> ,

wD

Este modelo, fue util en las simulaciones.
1.2.5.2 Corriente del circuito ante una excitacion escalén de voltaje

A continuacion se presenta el modelo matemadtico que permite conocer la corriente que
circula en todo el circuito (célula en whole-cell) cuando es estimulado con un escalén de
voltaje (u(t)) de amplitud A,,. Retomando la ecuacién (1.5) y cambiando v(s)o por u(s)

sR..C,, +1
1(s) = u(s) L
R, + Ry, + SRR, Cp,
Si
Ay
u(s) = Lu(®)} = L{4,} ==
Entonces
Ay Ay
R R, R _.C
1 s) = a + a‘‘m>¥m
(s) 5+M (5+Ra+Rm)(s)
RaRmCm RaRmCm

Transformando al dominio del tiempo

Au _( Rg+Rm t) Au Au
[(t) = + RaRmCm <— — —)
=23k, (e
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2. DESARROLLO

2.1 MODELADO MATEMATICO DEL METODO PARA MONITOREAR CAMBIOS
CAPACITIVOS

2.1.1 ESTIMACION DEL VALOR DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA

Como fue sefialado en 1.2.4 para poder realizar la deteccidn sensible a la fase es necesario
conocer el angulo al que se desea monitorear, en este caso el angulo de fase de los
cambios de corriente capacitiva, y para poder calcular ese dangulo es necesario conocer el
valor inicial o basal de los componentes eléctricos del sistema (R,;, R,,, Cn), pues la
expresion matematica para dicho angulo depende de R, R, Cpp, Y W.

El método propuesto en este trabajo es una modificacion del método de Lindau-Neher
presentado en [60] que consiste en usar estimulacién con ondas cuadradas y sinusoidales
para encontrar el valor de las variables en el sistema. El nimero de incdgnitas en este caso
es tres: R;, Ry, Y G, En primer lugar puede aplicarse una estimulacidn sinusoidal, debido
a que permite que el desarrollo matematico sea llevado facilmente al dominio de la
frecuencia (Figura 2.1) por medio de la transformada de Fourier, y de ese modo puedan
obtenerse dos ecuaciones.

Cn J-[ $ Ro

Figura 2.1 Diagramas esquematicos del circuito equivalente a la célula en whole-cell. En A) el dominio del tiempo
y B) el dominio de la frecuencia.

Si Ziotar €S la impedancia total del circuito, entonces:

7 _ T{v(t)}we _ V(jw,) _ n ZyrmZem
T FI(Oe,  1Gwe) T Zem + Zem

(2.1)
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donde

] 1
Zem = —JXem»  Xem = C’ (2.2)
e¥m
F{v(t)}y, es el valor de la transformada de Fourier de la sefial de estimulacién en la
frecuencia de la senoidal de estimulacién (w,), y F{i(t)},, es el valor de la transformada
de Fourier de la sefial de respuesta en la frecuencia w,. Sustituyendo (2.2) en (2.1)

ZrmXcm2 . _Xcerm2
2 7|t 2 2
Zrm + Zcm Zrm + Zcm

Ziotal = <Za + >1 (2.3)

haciendo un sistema de dos ecuaciones con la parte real e imaginaria de (2.3)

2

A ¢
(Za + %) = Re{Ztotal} = ZRe; (2-4)
Zrm Zcm
( _Xcerm2

—— | =Im{Z =Zim, 2.5
Zrmz +Zcm2> { total} Im ( )

La ecuacion faltante se puede obtener estimulando al sistema con un pulso
suficientemente largo de voltaje de amplitud v,., de tal forma que la parte estacionaria
de su respuesta (i) se modele de la siguiente forma:

(%
Ry + Ry, = 2%
lac
Y como
R, =2,, Ry = Zrm,
entonces
Vac
Lo+ Zom= ; = Zgc, Zo=2Zgc— Zrm, (2-6)
c

Finalmente, resolviendo el sistema de ecuaciones, donde la frecuencia de la sinusoide de
estimulacion es wegt, las ecuaciones para R,;,,, Gy, Y R, soN:

Ry, =24 —Zpo + Zim’
m — %dc Re ch _ ZRe
(ch - ZRe)z

m

westzlm((zdc - ZRe)2 + Zlmz)
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2
ZIm

Ry=Zp, —— 2 —
“ ke ch_ZRe

Estas expresiones matematicas permiten la estimacion del valor de los componentes del
modelo eléctrico de la neurona en whole-cell al estimularla con una senal de voltaje
senoidal y un offset.

2.1.2 CUANTIFICACION DE CAMBIOS CAPACITIVOS

2.1.2.1 Determinacion de los angulos de fase

Como se explicd en 1.2.5 y se expresa en la ecuacion 1.1, es necesario conocer el angulo
de fase de la corriente en la que se dan los cambios del componente que se quiere medir
(AR,, AR,, o AC,,). En trabajos como [51] se han desarrollado ecuaciones para calcular
dichos angulos, sin embargo se ha tratado de ecuaciones ad hoc con el tipo de células
usadas en los experimentos, por lo cual no son aplicables en este proyecto.

A continuacidn se presentan ecuaciones generales para calcular dichos angulos de fase
para cualquier célula en whole-cell. Para empezar, es necesario plantear el modo en el
que se dan los cambios de admitancia en el sistema (AY (jw)), debido a que el angulo de
fase de las admitancia es el mismo que el de la corriente en los casos en los que la fase del
voltaje de estimulacidn es cero; y ademds permite analizar directamente a los
componentes del circuito. En este caso se propone el uso de un modelo lineal, similar al
propuesto por Neher y Marty en [51].

AY = (aAC,, + bAR,, + cAR,)

para casos en los que los cambios en los componentes son pequeios comparados con su
valor total, lo siguiente es bastante aproximado:

oy oY )4

*=ac,, ~9R,,’ “ToR,
AY (ay ac, +- AR,, aYAR) 2.7
“\ac,,” ™" aR,, toR M) (2T

L)
, — y — son funciones complejas (Z), pueden ser vistas como
9Cy’ ORy ' ORg

vectores de dos dimensiones,

Dado que AY

aY aY

AYAAYz(| |AC4 | L
IAY| aC,, aC,, R, *

46Y> 2.8
oR,/)’ (2:8)
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Por lo tanto, para encontrar los angulos de variacion de la corriente para cada elemento

aY

. . oy
es necesario encontrar expresiones para £—, £Z— Y 4— Para ello es necesario
Cm’ ~ ORp Rq

conocer a la admitancia del sistema, lo cual puede hacerse por medio de la ecuacion
(2.3), sustituyendo X, Zym Y Zg4; Y dejandola en funcién de G, Ry, Ry Yy w.

2
1 G o) B WY o L
+ +

Ziotal = ? =| Rq 2 2

Rt (o)) \rt (k)

simplificando

_ JwCpRy + 1
" jwCpuRymRy + Ry + Ry

)% ay
Ahora para hallar una expresién para LT es necesario primero conocer —

ICm
oy 0 ( jwCmRy + 1 ) _ jwCp Ry 2.9)
dC, 0Cp, \jwCnRyRy+ Ry +Ry) (jwCpRmRy+ Ry + Rpy)?’ '
entonces
oY _ joR,® (wRy’)e+j(wRy?)d 210
aC,, d+je d? + e? - 210
donde

d = (R.* + Rp® 4 2RgRyy — w?Cr*Rin®Ry%) (2.11)

e = 2(wCpRmR,* + 0CprRm*Ry)

como
oY wR,,*)d d
£——=tan™! —( mz) = tan™? (-);
0Cp, (wR,%)e e
Y _1 (Ra® + Ry® + 2R Ry, — @€ Ry R,
. £L—— = tan 2 2
aC,, 2(wCpRmR: + wCRyR,)
Ahora para — y L;TY
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o 9 ( jwCmRy + 1 ) —(wCnRy +1)?  —(wCpRy + 1)?

dR, OR, \jwC,RnR,+ R, +R,)  GwCpR,R, + R, + R,)? d+je
entonces
ay df + ge) +j(gd — fe
_ df +ge) +jlgd —fe) 2.12)
oR, d? + e?
donde
f=(0*Cp’Rp*—1), g=QuwCyxRy), (2.13)
y dado que
ay gd —fe
ya = tan~! (—), 2.14
OR, an df + ge ( )
oY » ( 20C,R, (R, + Ry + 02C® Ry *R,) )
L = tan 2
oR, Rp?(1 - 02Cp%Rp?) + (Ry + @2C?Rp?Ry)” + 2Ry (R + 02C 2 R,,3)

. ay
Finalmente, para £ —
dRm

ay vy =

L—=tl—
3R, _“ac, 2

2.1.2.1.1 Simplificacion de L:TY

a

Partiendo de la siguiente hipdtesis:

ay ) 2tan(.Y)

R (2.15)

tan |z = )
an ( 1 — tan?(.Y)

se puede demostrar que A:Ty = 24Y. Dado que,

a

_ jwCyRpy +1
~ wCpRR, + Ry + Ry,

entonces,
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wCpR,y*

tan(2Y) =
(1) w2C?RmRy + Ry + Ry

(2.16)

Sustituyendo (2.16) en (2.15)

wC, R, 2
2 2 2
)4 w2Cp°Rm*Ry + Ry + Ry
tan =

VA
2
OR, ~ WCp Ry
02C°Rm*Ry + Ry + Ry

Expandiendo

tan( oY ) 20C,Rm*(Ry + Ry + @2C®Rin®Ry)
ORa/ Ro2(1— 02C?Ri?) + (Rg + w?Crn®Rin®Ry)” + 2Ry (R + 0?Cp?R1y>)

s L

wC,,R,,* )

Y
=24Y=2tan‘1< —
0w?Cp°Ry"R, + R, + Ry,

R,

. . ay , .
Esta expresion permite que el computo de £--—seamas sencillo.
a

2.1.2.2 Calculo de la frecuencia dptima de estimulacién

Una forma de determinar la frecuencia éptima es hallar el valor de w para el cual AY es
maximo cuando solamente cambia C,.

v~ pc, + 20 (0)+ (0)— o\ AC,, = ct
aC,, R, ¢ Abm m = cte

Sustituyendo (2.10) en la ecuacidn anterior y derivandola con respecto a w, e igualandola
a cero para encontrar el valor de w que la hace maxima,

AY 0% AC G, jwCp Ry
o0 9C 00 ™ dw\(wC,RnR, + R, +Rm)2

= jwCpRmRy + Ry + Ry — 2jwCpyRmRy = 0

R,+ R,
/) ) =
Pt CuRmR,
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2.1.2.3 Factores de escala

Dado que la deteccion sensible a la fase muestra a la salida Unicamente un valor escalar
proporcional a la amplitud de la corriente en la fase de los cambios capacitivos, es
necesario introducir un factor de escala que lo transforme en una magnitud capacitiva.
Dicho factor es calculado considerando nuevamente que el sistema es lineal en intervalos
pequefios, por medio de la pendiente que relaciona a la salida del detector sensible a la
fase, con el cambio tedrico de capacitancia, tal como lo muestra la siguiente ecuacion:

ACp = (81— 80)Kem
donde,

Al

Kem = 2nn aY
271;,;(} <Sil’l (T - LW) (iss(n: Cn + Ale:) - iss(n: Cm)))
m

)

Kcm: Factor de escala para la capacitancia.

AC,,,;: Cambio tedrico de capacitancia.

N: Nimero de muestras por periodo de corriente.

iss: Corriente del sistema en estado estable.

&1: Salida del detector sensible a la fase durante la medicién.

&, Salida del detector sensible a la fase cuando no ha habido cambios.

El mismo principio puede aplicarse para la medicidn en la fase de los cambios en R,,, y R,,.

2.1.2.4Errores por cambios en R,

~ aY aY . .
En neuronas pequefas los vectores ETo Yy IR, son aprOX|madamente ortogonales, sSin
m a

embargo esto no sucede con neuronas grandes como la de neurona de Retzius. Es por ello
que cambios en R, ocasionan lecturas erréneas en la fase de los cambios capacitivos. Por
ello ha sido necesario disefiar un método para corregir dicho error, manteniendo el costo
computacional lo mas bajo posible.

2.1.2.4.1 Magnitud del error

El error o variacién aparente en la medicion de cambios capacitivos debido a cambios en
R, puede calcularse de forma directa por medio de proyecciones vectoriales, debido a
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que los cambios en ambos componentes pueden representarse como vectores, tal como
se muestra en la ecuacion 2.8 y en la Figura 2.2.

Cp=12E-9Farads |my

R,, =50E6 Ohm
R, =25E6 Ohm
ay A%
R, @
23.2°
Re
-54.6°
Figura 2.2 Grafica de los vectores
ay ay )
ay AC,, EACm y EAR‘I' El ejemplo

9C

mostrado  considera los valores
promedio en una célula de Retzius en

whole-cell.

Considerando el caso en el que todos los cambios de admitancia son debidos a cambios en
R, (ecuacion 2.17), el detector sensible a la fase de la capacitancia detectaria la

componente de ;TYARQ en la direccién de :TY (Figura 2.3).

AY ~ AR LY 217
T o aR,l T oR,’ (2.17)
Q\()
NEAY
§ = %/o =
R
0 0
v = v - o] . -
ac,. =M ac, - m ac, | ™

Figura 2.3 Graficas de proyecciones equivalentes en la direccion de 3
m
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Por trigonometria se pueden obtener las siguientes ecuaciones:

(5e,26) (aaRY ) _(oc,)* (”)

cosf = Y oY, 3y , (2.17)
aC,, Rq aCp,
oY
|—a 7| acn
cosf = —=2 ) (2.18)
oR,

lgualando la ecuacién 2.17 con la ecuacién 2.18 y despejando AC,,,

(o2 - 5mc)

ac,

ACpmpa = AR, (2.19)

Sustituyendo (2.10) y (2.12) en (2.19),

(wRm*)e +j(wRm?)d ((df +ge) +j(gd — fe))
d? + e2 d? + e?

AC,, = AR,

(wRn%)e + j(mez)d|

d? + e?

_(df +ge)e+ (gd — fe)d
B (a)Rmz)(d2 + e?)

AR, (2.20)

Sustituyendo (2.11) y (2.13) en (2.20) y simplificando, se obtiene una ecuacidon que
relaciona un cambio en AR, con un cambio aparente en AC,,.

—-2C
Z AR,

AC,, =
m Rm

Finalmente, para los valores promedio de los componentes eléctricos de una neurona de
Retzius en whole-cell, el error producido en la medicién de cambios capacitivos con
respecto al valor total de la capacitancia de membranal, cuando la resistencia de acceso
cambia un +£1% es:

—2(1.2E — 9 Farads)
(50E6 Ohms)

AC,, = (+.01)(25E6 Ohms) = +1.2E — 11 Farads,
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AC
error = 100 = M ~ 1%,
Cm
Ademas, si se considera que al estimular a las neuronas de Retzius con trenes de 20Hz se
fusionan del orden de decenas de miles de vesiculas [34], cada una con radio (r) de
aproximadamente 50nm [32] y aproximadamente O.QuF/cm2 de capacitancia especifica

membranal (Cespecifica) [74]; entonces la capacitancia total promedio de una vesicula es:
Coesicuta = 4TT Cespecifica = 0.28E — 16 = 0.28fFarads

Por lo que el error en términos de vesiculas, para exocitosis de 10,000-100,000 vesiculas

es:

|ACmRal
10,000: erTrOoTyesiculas — 100 = m ~ 428%,
100,000: TTOT psioqiqs = 100 ¥ —ocmral o 45 8oy,

(100,000)Cyesicula

De tal modo que cambios de apenas el 1% en la resistencia de acceso puede reflejarse en
cambios aparentes de capacitancia equivalentes a la fusidon de aproximadamente 42800
vesiculas, equivalente a entre 4 y 0.5 exocitosis completas de una neurona de Retzius. Por
ello es necesario implementar algin método para eliminar dicho error.

2.1.2.4.2 Correccion del error

La solucién que se propone es resolver el sistema de ecuaciones que representa a la
neurona en whole-cell y calcular el valor de los dngulos de fase y los factores de escala de
forma periddica. Esto es posible mediante una estimulacion compuesta por la suma de
una sefial senoidal a una frecuencia w,;,; con una sefial cuadrada con un periodo Tsqyqre

Tsquare

(Figura 2.4). La correccion se hace cada , equivalente a un numero entero de

periodos de la sefial senoidal, denominado “periodo de calculo”. El nimero de ciclos de
senoidal por cada “periodo de calculo” (n¢gic perioa) S€ calcula de la siguiente manera:

ncalc_period = N¢ransient_sine + Ns sine
Ntransient_sine — ceil(20 * T * Wopt * )

Ry * Ry x Cpy,

T =
Ry + R,

donde,
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Neransient sine: NUmero de ciclos de senoidal en estado transitorio, considerado como 10t
Ng sine: NUmero de ciclos de senoidal en estado estacionario. Este nimero es arbitrario y es
especificado por el usuario del sistema.

T: Constante de tiempo del sistema

De este modo es posible conocer de antemano el nimero de ciclos de senoidal que no
deben ser usados para el monitoreo de cambios capacitivos y eliminarlos de los calculos,
obteniendo estimaciones muy precisas. Ademas si la duracion del “periodo de célculo” es

o Yy . . -
pequeiia, los valores de Loy Kcm pueden ser corregidos rapidamente eliminando
m

errores en la lectura de cambios capacitivos.

Estimulo

2 ‘ A
>

Periodo de calculo Periodo de calculo = g perioa

Respuesta

Corriente
.-——
[
W —

107 Periodo de estacionario= N gine

Tiempo

Figura 2.4 Gréficas de la sefial de estimulacién usada para corregir los errores provocados por AR, y de la sefial
de respuesta. De la diferencia entre el promedio de la sefiales senoidales de voltaje y de corriente con offset y sin

offset se obtiene el valor de Vg e 4. respectivamente (ecuacion (2.6)). Cada “periodo de calculo” son estimados

aY . . . - - . .
los valores de Cyy,, Ry, Ry, £2=—— Y K- Para dichas estimaciones se utilizan dnicamente los ciclos de senoidal
aCm,

posteriores a 10T (Ng gine)-

Ademas, la sefal de corriente (i(t)) usada en la ecuacién (2.1) es resultado de la
promediacion de los ng g Ciclos de senoidal en estado estacionario en un solo ciclo de
senoidal, lo cual hace que gran parte del ruido en la sefial sea eliminado. Sumado a lo
anterior, el hecho de que unicamente el componente en la frecuencia w,,; de la
transformada de Fourier de i(t) es usado para los célculos subsecuentes, implica que el
ruido es casi completamente eliminado, garantizando estimaciones muy precisas.
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2.2 IMPLEMENTACION DEL SISTEMA DE CUANTIFICACION

2.2.1 COMPONENTES Y ESTRUCTURA DEL SISTEMA

El sistema de cuantificacion de exocitosis somatica en neuronas fue disefiado para
monitorear dicho fendmeno en tiempo real, por medio del procesamiento de datos
electrofisiolégicos obtenidos del registro de una neurona en whole-cell. Como se muestra
en la Figura 2.5, la estructura de funcionamiento del sistema consiste en tres moédulos
comunicados serialmente entre ellos.

EJECUCION DEL ALGORITMO ENTRADA Y SALIDA DE SENALES SENSADO Y ACONDICIONAMIENTO
Sefial de Sefial de
-Computadora personal: 4 estimulacion estimulacion
ntcleos, 4GB de Ram @ (digital) (analdgica) -Headstage CV 201AU: ruido
1333MHz -DAQ NI USB-6350: minimo de 1pA RMS
Entrada: 1.25 MS/s, 16-bit -Amplificador Axopatch 200A:
-Windows 7 Salida: 2.86 MS/s, 16-bit Sobrepaso < 1%
e — g —

-LabVIEW 2012 Sefial de respuesta Sefial de respuesta | Retraso = 350us

(digital) (analdgica)

Figura 2.5 Esquema de la estructura funcional del sistema de cuantificacion de exocitosis somatica. La informacion
se transmite entre los mdédulos de manera serial.

Ejecucion del algoritmo. El control del sistema de cuantificacion, la generacidn de sefiales
de estimulacion y el procesamiento de la sefial de respuesta del sistema; son llevados a
cabo por un algoritmo que entre otras cosas contiene los modelos matematicos
desarrollados en este trabajo. El algoritmo es ejecutado en una computadora personal con
el sistema operativo Microsoft Windows® 7.

Entrada y salida de senales. El envio y adquisicion de sefiales en la computadora se hace a
través de la tarjeta de adquisicion de datos (DAQ) NI USB-6351 de National Instruments.
Esta cuenta con una tasa maxima de adquisicidon de 1.25 Mega-muestras por segundo, lo
cual permite adquirir las sefiales bioldgicas se interés sin ningun problema, dado que éstas
se encuentran por debajo de los 50Hz.

Sensado y acondicionamiento. El sensado de la corriente de respuesta neuronal a la
estimulacion con voltaje es hecho por el headstage CV 201AU de Axon Instruments, en
tanto que el acondicionamiento de las sefiales de estimulacion y de respuesta es llevado a
cabo por el amplificador de patch-clamp Axopatch 200A de Axon Instruments.
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2.2.2 PROTOCOLO DE ESTIMULACION

Se disefid un protocolo de estimulacion programable cuyos bloques basicos son ondas
senoidales y cuadradas (Figura 2.6). Las ondas senoidales sirven para proveer de datos al
detector sensible a la fase, mientras que las ondas cuadradas sirven para generar
potenciales de accion en la neurona para activar la exocitosis somatica como esta descrito
en [3, 33]. El protocolo de estimulacién se compone de tres etapas, a cada una de las
cuales le corresponde una etapa distinta del monitoreo de cambios capacitivos. La
primera etapa es la de “monitoreo basal” y en ella la estimulacion consiste en una sefial
similar a la definida en (2.1.2.4.2), repetida periddicamente durante un tiempo
especificado por el experimentador. Esta fase de monitoreo se usa para calcular el valor
medio de la capacitancia membranal durante el reposo, ademas de que permite confirmar
si la célula se encuentra estable previo a la activacion de la secrecion.

Amplitud [V]

11 "'|"'|"‘l'|||||;'l'l"'l"'\||'||||'|"'I|I"'|||||'||'|"III"'|'||'|'

trraIN P ¢

i n
>

tposT-TRAIN

< >
A = trraiv + tposT—TRAIN
dl i a | -
~ Monitoreo basal . ~ Activacidén y monitoreo de secrecién = Monitoreo final "
tpasaL Nrpay * A triNaL

Tiempo

Figura 2.6 Grafica de un protocolo de estimulacion modelo. El protocolo de estimulacién estd compuesto por tres
etapas en el siguiente orden: la etapa de monitoreo basal, la etapa de activacién y monitoreo de secrecidn, y la etapa
de monitoreo final. La primera y la Gltima etapas tienen duraciones tgasar Y trinaL respectivamente, ambas
especificadas por el usuario. La fase activaciéon y monitoreo de secrecién esta compuesta por N4y repeticiones del
segmento de sefial A, formado por un tren de pulsos cuadrados con una duracién trg .y, seguido por una sefial de

monitoreo (idéntica a la usada en la etapa de monitoreo basal y final) con duracién tppsr—TRAIN -

La segunda etapa es la “activacion y monitoreo de secrecion”, en ella la estimulaciéon
consiste en el envio de una sefial para la activacion de la exocitosis, seguida de una senal
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para el monitoreo de la exocitosis. La sefial de activacion consiste en ngg pysg pulsos
cuadrados de voltaje con frecuencia frrany, amplitud Vigan, especificados por el
experimentador. La sefial de monitoreo es idéntica a la usada en la “fase de monitoreo

|II

basal”, pero con una duracién propia especificada por el experimentador. Ambas sefiales
(de activaciéon y de monitoreo) pueden repetirse periédicamente cuantas veces sea
especificado (nygr4n), siendo uno el nimero minimo requerido para poder observar una

cinética distinta a la basal.

I”

La tercera etapa es la de “monitoreo final”, en la cual la estimulacién es idéntica a la usada
en la etapa de “monitoreo basal”, aunque su duracidn es especificada de forma
independiente. Su funcion es monitorear los cambios capacitivos en los minutos
posteriores a la activacion de la secrecidon somatica y registrar un posible regreso del valor
de la capacitancia membranal a su valor basal. En otras palabras, en algunos experimentos

puede servir para completar el registro del ciclo de exo-endocitosis completo.

2.2.3 PROGRAMACION

2.2.3.1 Entorno de desarrollo

El entorno de desarrollo elegido para la programacién del sistema fue LabVIEW® 2012 de
National Instruments, debido a la facilidad que ofrece para la realizacion de tareas
complejas y compatibilidad con el DAQ NI USB-6351. La programacién en LabVIEW® es
llevada a cabo por medio de un lenguaje de programacién visual creado por National
Instruments conocido como lenguaje-G.

2.2.3.2 Estructura general del programa

El sistema fue estructurado de manera modular, dividiéndolo en dos mddulos principales
con dos submddulos cada uno (Figura 2.7). Los mddulos son: el de “creacion del sello”, y
el de “cuantificacidon de secrecion”. El médulo de creacién del sello tiene como funcidn
permitir la visualizacidn de la corriente que fluye a través de la micropipeta para facilitar al
experimentador la creacion del sello alta resistencia. Sus submoddulos son: el de
“monitoreo del sello” y el de “mediciéon de ruido”. El mdédulo de cuantificacion de
secrecién tiene como objetivo la medicion en tiempo real de fendmenos de exocitosis y
endocitosis. Este médulo cuenta con los submddulos: el de “estimacidn valores iniciales” y
de “monitoreo de cambios capacitivos”.
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SISTEMA DE
CUANTIFICACION DE

EXOCITOSIS SOMATICA

l

MODULO DE CREACION
DE SELLO

[

|

MODULO DE
CUANTIFICACION
DE SECRECION

|

Submoddulo de
medicidn de ruido

Submoddulo de
monitoreo del sello

Submaddulo de
estimacién de
valores iniciales

Submaddulo de
monitoreo de
cambios capacitivos

Figura 2.7 Diagrama de la estructura del programa. El programa tiene una estructura modular para simplificar el

codigo y aligerar su ejecucion.

2.2.3.3 Modulo de creacion del sello

2.2.3.3.1 Submaddulo de monitoreo del sello

Contar con la visualizacién en vivo de la corriente que fluye a través de la micropipeta
permite que el experimentador tenga control sobre la formacién del sello con Ia
membrana plasmatica. Tradicionalmente esta visualizacién se hace por medio un

osciloscopio conectado a la salida del amplificador de patch-clamp. En este caso se cuenta
con un convertidor analégico-digital por lo que dicha tarea puede llevarse a cabo en la
computadora. A continuacién se presenta un diagrama de flujo del submddulo de
monitoreo del sello (Figura 2.8), los programas en LabVIEW® de este y los demas
submddulos se encuentran en el Anexo A:
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Inicio de submédulo de
monitoreo del sello

Inicializacién de constantes:
-Frecuencia y amplitud de la estimulacién
-NUmero de muestras ciclo de entrada y salida
-Ganancias del amplificador y el headstage

v

Generacion de un ciclo de onda cuadrada

\

Configuracién del DAQ: entrada, salida y trigger

v

Almacenamiento de f[] en buffer del DAQ

Y
Disparo interno de )
< T =true? =
inicio H\\\\ rigger=true ///T
\ A\ \\ //
Sl
\ 4

Envio de f[] y adquisicién y almacenamiento de datos en g[]

\

g1[]=g[l/(ganancia del amplificador*ganancia del headstage)

v

Obtencidn de la resistencia

v

L Despliegue de g1[] y resistencia J

— T

/\\\ NO
capturade
—_datos=true?

S

_—

( Boton de captura (—}
.\

‘ captura=[ captura, g1[] ] ‘

Y
o~ NO

7 - —
| , . [ // , . \\
| Botén de fin de programa l——}<i\Boton fin=true? —
\ ~— —
-

N

Cierre de tareas del DAQ

v

Almacenamiento de captura[] en Disco Duro

Figura 2.8 Diagrama de flujo del submédulo de monitoreo del sello.
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2.2.3.3.2 Submaddulo de medicion de ruido

El submddulo de medicion de ruido tiene como objetivo ayudar al experimentador en la
preparacion del set-up de patch-clamp, especificamente en la discriminacién y localizaciéon
de fuentes de ruido electromagnético. Esto se consigue por medio del despliegue en vivo
del espectro de potencia de la sefial eléctrica a la salida del amplificador de patch-clamp y
la amplitud RMS del ruido en la sefial. A continuacion se presenta un diagrama de flujo del
submodulo de medicién del ruido (Figura 2.9):

Inicio de submoddulo de
medicion del ruido

Inicializacidn de constantes:
-Frecuencia de muestreo
-Ganancias del amplificador y el headstage

v
Configuracién del DAQ: entrada
v
Fijacion del voltaje de salida del DAQ a 0 [V]
v
nUimero_de_muestras_por_evento= Frecuencia de muestreo
|
v
Adquisicidon de muestras y almacenamiento en f[]
v
f1[]=(f[]-mean(f[]))*1E-9/(ganancia del amplificador*ganancia del headstage)
v
ruido_RMS= (}:f1[]*2/nimero de muestras por evento)/*0.5 {}
v
espectro_ruido[]=F{f1[]}*conj(F{f1[]})/nimero_de_muestras_por_evento
v
Despliegue de espectro_ruido[] y ruido_RMS
[ Botén de fin de ;’_y/// /c/a;t;ra\d; T NO
\ programa \ T~ \datos:true/?/ —
sy

Cierre de tareas del DAQ

«»

Figura 2.9 Diagrama de flujo del submédulo de medicion de ruido.
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2.2.4 Moddulo de cuantificacion de secrecion

Este mdédulo fue disefiado para ejecutarse en dos submddulos cuasi-independientes. El
primero es el “submddulo de estimacion de valores iniciales” el cual permite al
experimentador averiguar si el procedimiento experimental fue correcto y la célula estd
en buenas condiciones; y ademas estimar el valor de R, Ry, Gy, Wope, Vope cuando la
neurona estd en reposo. El segundo es el “submddulo de monitoreo de cambios
capacitivos”, cuya funcion es estimular a la preparacion con el protocolo detallado en
2.2.2, monitoreando paralelamente la magnitud absoluta de R,,, R, y el cambio de C,,

Ill

con respecto al valor base estimado en el “submddulo de estimacidn de valores iniciales”.

2.2.4.1 Submaddulo de estimacion de valores iniciales

Aunque las neuronas de Retzius presentan formas y composiciones quimicas muy
parecidas, ninguna es idéntica a la otra. Ademas los procedimientos usados durante la
diseccidn del animal y el cultivo de la célula, asi como el crecimiento neuritico durante el
cultivo, promueven variabilidad en el valor de los componentes eléctricos de la membrana
celular.

Por otro lado, es imposible hacer que el valor inicial de la resistencia y capacitancia de la
micropipeta sea igual en todas las que se fabrican, dado que aun usando métodos de
manufactura totalmente automatizados no puede garantizarse uniformidad. Sumado a lo
anterior, el valor de la resistencia de acceso depende de calidad del sello entre la pipetay
la membrana celular, asi como de la correcta ruptura del parche, los cuales son
procedimientos manuales. Por las razones previas, antes de comenzar la cuantificacion de
secrecion somatica es importante conocer el valor de los componentes eléctricos de la
célula en reposo para garantizar la correcta realizacidon del whole-cell. A continuacidn se
muestra un diagrama de flujo del “
2.10.1, 2.10.2):

submodulo de estimacién de valores iniciales” (Figura
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Inicio de submoédulo

Inicializacién de variables:
-Ganancias de entrada y salida del amplificador
-Ganancia del headstage
-Compensaciones de fase y amplitud del
amplificador
-Frecuencia de la senoidal de estimulacion: w
-Muestras por ciclo de senoidal: n
-Duracién de la estimulacion senoidal: t
-Amplitudes del offset y la sefial senoidal (V)
-Cmo= Cm tipica, Rmo= Rm tipica, Rao= Ra tipica
-counter=0

I
Calculo de la frecuencia de muestreo:
fs=w*n
Calculo de la constante de tiempo del sistema:
=(Cm*Ra*Rm)/(Ra+Rm)
Calculo del nimero de ciclos de senoidal en estado transitorio:
cyct = ceil(t*w/(2*m))
Calculo del nimero total de ciclos de senoidal:
cyctotal = ceil(t*w/(2*m))+cyct
Calculo del nUmero de muestras de estimulacién senoidal:
Nntotal = (Cyctotal*n)/

g ‘

‘ Configuracion de graficas: multiplicador y limites de “x” y “y’

()
N

=

‘ Generacidn de “ntotal” ciclos de sefial senoidal y alamcenamiento en v([] ‘

€

‘ Configuracion del DAQ: entrada, salida y trigger ‘

e

‘ Fijacién del voltaje de salida del DAQa 0 [V] ‘

<

‘ Adquisicion de “ntotal” muestras y almacenamiento en io[] ‘

€

’ Despliegue de io[] en una grafica

g ;Trlgger=true?/

Envio de estimulacién, adquisicién de “ntotal” muestras y almacenamiento en i[]

€

Despliegue de i[] en una gréfica

-

Toma del subconjunto de muestras en i[] e io[] que estadn en periodo estacionario:
joss[]=io[cyct*n:ntotal], iss[]=i[cyct*n:ntotal]
(a)
N2

Figura 2.10.1 Diagrama de flujo del submdédulo de estimacion de valores iniciales.
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-
(a)
\V/
Célculo de la corriente del sistema en reposo:
iresting=mean(ioss[])

Calculo de la corriente media del sistema en estado durante la estimulacién con la sefial senoidal:
isin-mean=mean(iss[])

Obtencidn de un ciclo promedio de corriente senoidal de iss[] sin offset:

CYCtotal —CYCt
isin[]= ( Zi:O iss[n*j : n*(j+1)] ) - isin-mean

Obtencidn de un ciclo de senoidal en v[]:
vsin[]=v[0:n]

Aplicacidn de transformada de Fourier a isin[] y vsin[], y extraccion de los elementos correspondientes a la frecuencia de estimulacion:
I=F{isin[] }o , V=F{vsin[] }u

Correccion de fase y amplitud de | y almacenamiento en Icorregida

Célculo de impedancia del sistema:
Z=V/lcorregida

Obtencidon de los componentes real e imaginario de Z:
Zre=Re{Z}, Zim=Im{Z}

Calculo de la resistencia del sistema al paso de corriente directa:
Rdc=offset/(isin-mean - iresting)

Célculo del valor de los componentes del sistema:
Ra=(ZRe-ZIim”2)/(Rdc-ZRe)
Rm=Rdc-Ra
Cm=abs((Rm+Ra-ZRre)/(w*Zim+Rm))

Calculo de la frecuencia 6ptima de la senoidal de estimulacién:
wopt=(Rm*Ra*Cm)/(Rm+Ra)

Célculo de la amplitud 6ptima de la senoidal de estimulacién:
Vopt
Actualizacién de variables:
CmO=Cm, Rm0=Rm, RaO=Ra,V=Vopt, W=Wopt
Aumento del contador:
counter++

v

Despliegue de Cm, Rm, Ra,Vopt, Wopt

v NG

counter#2?

w) —

Almacenamiento de variables en disco duro:
Cm, Rm, Ra,Vopt, wopt

Figura 2.10.2 Diagrama de flujo del submddulo de estimacidon de valores iniciales.
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2.2.4.2 Submddulo de monitoreo de cambios capacitivos

El submoédulo de estimacion de valores iniciales es el submddulo mas importante de los

cuatro, asi como el mds complejo. Por esa razén, a modo de guia se presenta un diagrama

de flujo con la maxima abstraccion de las tareas llevadas a cabo por el algoritmo (Figura

2.11), y posteriormente se presenta el algoritmo mas detallado (Figura 2.12.1, 2.12.2,

2.12.3,2.12.4

,2.12.5,2.12.6).

Inicio de submoédulo de monitoreo de

cambios capacitivos

/ INICIALIZACION DE
/ VARIABLES

v

RESPALDO DE DATOS

v

CALCULOS INICIALES

v

GENERACION DE SENALES

v

CONFIGURACION DEL DAQ

Los resultados del registro anterior son respaldados si se produjo
una interrupcién inesperada en el programa. Ademas se
respalda la configuracién del registro actual.

Se realizan los calculos que permiten la generacién de las
sefiales de estimulacion y la conjuracién del DAQ y el algoritmo

Las sefiales de estimulacion son generadas y almacenadas en
RAM

El DAQ es configurado: canales, tipo de sefales, tamafio de
buffer y tiempo de disparo del trigger.

- —
7 - ~_

NO {} Cuando el trigger es disparado, inicia un par de procesos que

/

[ TRIGGER | _— — .

[ ‘ =true? =

| INTERNO \—>< _ IRlGGER trui./// se ejecutan en paralelo.

sl ~ S
ADQUISICION DE SENAL DE RESPUESTA
v + Los datos adquiridos por el DAQ, son
ESTIMULACION A LA PREPARACION PROCESAMIENTO DE DATOS procesados con base en el desarrollo
matematico detallado en la seccién 2.1

v

DESPLIGUE DE RESULTADOS

v

ALMACENAMIENTO DE DATOS

Se almacenan los resultados en disco duro. Si el programa
termina el almacenamiento exitosamente, se guarda una
bandera de “No respaldo” en el disco duro

Figura 2.11 Diagrama de flujo simplificado del submédulo de monitoreo de cambios capacitivos.
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Inicio de submédulo

Inicializacién de variables:
-Potencial de mantenimiento del amplificador:VH
-Duracion del monitoreo basal: tBasaL
-Duracién del monitoreo tras cada tren de pulsos cuadrados: tPOST-TRAIN
-Duracion del monitoreo final: triNAL
-NUmero de trenes de pulsos cuadrados: nTrAIN
-NUmero de ciclos de senoidal en estado estable por cada “periodo de calculo”: nssiNe
-Frecuencia del tren de pulsos: fTRAIN, WSINE
-Numero de pulsos cuadrados por cada tren de pulsos: Nnsq_PULSE
-Amplitud de los pulsos cuadrados: VTRAIN
-Muestras por ciclo de la sefial senoidal: NsiNE
-Frecuencia de la sefial senoidal**: fsiNe
-Amplitud de la sefial senoidal**: VsINE
- Valores de Cm, Rm, Ra**
-Ganancias de entrada y salida del amplificador: GIn, Gout
-Ganancia del headstage: GHEAD
-Factores de compensacidn de fase y amplitud: Phase, Amp
-Amplitud del offset de voltaje: VorrseT
-Corriente del sistema en estado estable ante excitaciones senoidales de voltaje: iss()
-Cambio de tedrico de capacitancia: ACmT
-Cambio acumulado de capacitancia: ACmacc=0

__— Existe el archivo “counter.txt” en el
T folder de la célula actual?
—

Crear el archivo “contador.txt”, escribir un “0”
~_———NO—» (contador_de_registro=0), saltar una linea y

— _— escribir otro cero (bandera_de_respaldo=false)

— -
— -
— _—

Abrir el archivo “contador.txt”, y leer la variable que guarda el nimero de registro con la célula actual
(contador_de_registro=0) y la variable que guarda la bandera de respaldo (respaldo=false)

v

respaldo=true?

nqs’i’;’/x \ 4

Guardar en archivos .txt con la terminacion “backup(contador_de_registro)” los valores basales de Cm,
. respaldo=true
Ra, Rm, y las gréficas de Rm, Ra, y ACm,

I
contador_de_registro++

‘ Almacenar “contador_de_registro” y “respaldo” en el archivo “contador.txt”

Guardar la configuracion del protocolo de estimulacion en un archivo de
texto con terminacidn “backup(contador_de_registro)”

Célculo de frecuencia de muestreo: fs=fsINE*NSINE

v

u Io(if;ftrki

e puede muestrear un ciclo de pulso cuadrado? mod

7 NO; a

Calcular un NsiNe y un fs que si lo permitan

0

Figura 2.12.1 Diagrama de flujo detallado del submdédulo de monitoreo de cambios capacitivos.



(n)
N4

v

Célculo de compensacion del potencial de mantenimiento:
VH=(VH*((Rm+Ra)/Rm)-VH)*GIN

v

Calculo de la amplitud corregida de los pulsos:
VTRAIN:VTRAIN*GIN*(Ra+Rm)/Rm

v

Calculo de la constante de tiempo del sistema:
T:(Cm*Ra*Rm)/(Ra+Rm)

v

Calculo del nimero de ciclos de senoidal en estado transitorio:
NTRANSIENT=Ceil(t* 10*fsINE)

v

Calculo del numero de muestras de senoidal en estado transitorio:
NTRANSIENT:NSINE* NTRANSIENT

v

Calculo del numero de ciclos de senoidal por “periodo de célculo”:
NCALC_PERIOD=NTRANSIENT+NSSINE

v

Calculo del nimero de “periodos de calculo” en la medicién basal:
NBASAL=tBASAL* NCALC_PERIOD*NSINE/fS

v

Calculo del nimero de “periodos de calculo” en la medicidn post-tren-de-pulsos:
NPOST-TRAIN=tPOST-TRAIN*NCALC_PERIOD* NSINE/fs

v

Calculo del nimero de “periodos de calculo” en la medicién final:
NFINAL=tFINAL* NCALC_PERIOD* NSINE/fs

Generacidn de dos sefiales con “ncatc_reriod” ciclos de senoidal y amplitud VsiNE,
una con offset 0 y la otra con offset VorrseT:
VsINEL[], VSINE1+OFFSET([]

v

Generacidn de un tren de “ns_puLses” pulsos cuadrados con amplitud VTRAIN:
VTRAIN1[]

v

Calculo del nimero de muestras por cada tren de pulsos:
NTRAIN=NSQ_PULSE*fs/fTRAIN

v

Calculo de la Transformada Répida de Fourier (FFT) a un ciclo de VsIN[] y extraccion del elemento
correspondiente a la frecuencia de estimulacién senoidal:
VFFT[]

v

Configuracion del DAQ: entrada, salida, trigger

0

Trigger interno

Trigger=true?

Sl
(8 (¢
N N

Figura 2.12.2 Diagrama de flujo detallado del submédulo de monitoreo de cambios capacitivos.
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\v/
/\/counter1=0?\:\:\;—NO—)<i§fijnter1:nTRA|N11ETz—SI—

SII/ NnO |
\ 4

‘ templ=NPOST-TRAIN ‘ ‘ templ=nFINAL
1 ]

counter2=0

\
/

A I
1

<{%(V(':1)"counter2)>or?;>
éT:
\ 4
{} {} Almacenar VsiNe1[] en buffer de salida del DAQy Almacenar VsiNE1+0OFFSET[] en buffer de salida del
enviar la sefial de estimulacion DAQy enviar la sefial de estimulacion
| < ]
+ -

- Z)unterZattempli

oy

@«

<—_counter12NTRAIN?

NO .

‘ Almacenar VTRAIN[] en el buffer de salida del DAQ y enviar la sefial

| <
-
Sl

counterl<nTrAIN + 1

h N6¢

‘ Cerrar tareas de salida del DAQ

<

o

\_

Figura 2.12.3 Diagrama de flujo detallado del submédulo de monitoreo de cambios capacitivos.




()

\ )
N,

Iniciar la adquisicion de datos continuo y el almacenamiento en el buffer de entrada

. <

(S, 1 ]
\__/ /*\ S

<ii:: counter3=0? :::;—NO—)< /Bunter1=nTRA|

S| NBI/

) 4

temp2=nBAsAL ‘temp2=nPOST-TRAIN‘
|

‘ temp2=nFINAL

L
-«
s | N
— counterd=0? NO

—__counterd=0?

Saltar NTRANSIENT muestras en la cola de datos

almacenados en el buffer de entrada
I

counter2++

Célculo del dngulo de fase (08Y/ACm) para el detector:
aCm: atan((Ra"2+Rm”2+2*Ra*Rm-WSINEA2*CmA2*Ra2*Rm"2)/(2* WSINE*Cm*Rm*Ra*(Ra+Rm))) + Phase

v

Calculo del factor de escala:

NsiNg
k=ACmT/(Z (sin(2*1*j/NsINE - aCm)*(iss(j,Cm+ACmT)-iss(j,Cm))))

j=0
v

Calculo de la salida tedrica del detector sensible a la fase cuando el sistema estd en reposo:

NsiNg
60=Z (sin(2*m*j/NsINE - aCm)*iss(j,Cm))
j=0

counter5=0

< CF)
v N4
Leer una muestra de la cola de datos del buffer de entrada del DAQ:
samp

) 2
Acondicionamiento de la muestra:
Samp=samp*107-9/(GIN*GH)

) 2
Multiplicaciéon y acumulacién en la variable de salida del detector sensible a la fase:
S=samp*sin(2*m*counter6/NsINE + aCm) + &

v
(e

\ )
N

Figura 2.12.4 Diagrama de flujo detallado del submédulo de monitoreo de cambios

capacitivos.



(e)
o/
v

Acumulacién de las muestras en ciclo de senoidal:
Is=ls+samp

Almacenamiento de un periodo de senoidal, muestra por muestra en un arreglo:
|IARRAY[cOuNter6]=samp

counter6++

Calculo del cambio de capacitancia en ciclo de senoidal actual:
ACm=(6-60)*k
\ 4
Calculo del cambio de capacitancia y almacenamiento temporal en un vector :
ACmvec[counter5]=ACm+ACmAcc
) 4
Célculo de la corriente media del ciclo de senoidal y almacenamiento temporal
en el vector de correintes medias:
IMean[counter5]=I5/NsINE
Eliminacion del offset de IARRAY[], promediacidn y almacenamiento en lacc(]:
1acc[] = Iacc[] + (IARRAY[]-IMEAN[counter5])/nssINE

v

unter5 < NSSINE

NO

\ Despliegue de ACmvec(] ‘

R

Calculo de la corriente media del “periodo de calculo”:

NSINE
IMEAN_PERIOD= IMEAN[ j ] / nsINE
j=0
Calculo de la Transformada de Rapida Fourier de Iacc[], extraccidn del elemento
correspondiente a la frecuencia de estimulacién senoidal y correcién de fase y
amplitud: IFFT
Obtencidn de la impedancia del sistema en el “periodo de célculo” actual:
Z=VFrT/IFFT

v

Obtencidn de los componentes real e imaginario de la impedancia del sistema:
Zre=Re{Z}, Zim=Im{zZ}

NO (1) "counter4\20? - S|
v (A" counterd)<0? v
Calculo del valor actual de Cm: Calculo de la resistencia del sistema a el offset de voltaje:
Cm1 = abs ((Rm + Ra + ZRe)/(WSINE*ZIm*Rm)) Roc = (IMEAN_PERIOD — |0)/VOFFSET
v v
Célculo de la corriente del sistema cuando el offset es 0: Calculo del valor actual de los componentes:
lo = IMEAN_PERIOD Ra = ZRe — ZIm*2/(RDC - ZRe), Rm = RoC — Ra
Cm1 = abs ((Rm + Ra + Zge)/(WSINE*Zim*Rm)) n

| . e

» H )

_

Figura 2.12.5 Diagrama de flujo detallado del submédulo de monitoreo de cambios capacitivos.
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)
o
v

Despliegue de Ray Rm

P

Calculo del acumulador de capcitancia:
ACmAcc=Cm1 — Cm + ACmAcc

v

Actualizacién del valor de Cm:
Cm=Cm1

counter4++

—Counter4 > temp;\z\\ = NO—N/I\;
— N
Sly
<i:§<§mter3 < nTRA@E:i: NO——

e

Lectura de “NTRAIN” muestras del buffer de entrada del
DAQy despliegue en gréfica
|

\ 2

<Zcounter3 > NTRAIN+1?"

A

. s.;

[ D/) ‘ Finalizar tarea de adquisicion de datos del DAQ
Almacenar la configuracion usada en el experimento, los valores
basales de Cm, Rm y Ra, y las gréficas de Rm, Ra y ACm en archivos de

texto en el folder de la célula actual, con el nimero de registro
(contador_de_registro - 1)

v

Borrar el backup de la configuracidn del experimento
ubicado en el folder de la célula actual

respaldo=false

Almacenar “respaldo” en el archivo “contador.txt” en el
folder de la célula actual

Figura 2.12.6 Diagrama de flujo detallado del submédulo de monitoreo de cambios capacitivos.
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3. METODO

Los experimentos se llevaron a cabo en neuronas de Retzius de sanguijuelas Hirudo
verbana Carena 1820 (identificadas de acuerdo con [75]) y mantenidas en cultivo de
acuerdo con [76].El protocolo de estimulacion consistié en 5 minutos de monitoreo basal,
seguido por cinco trenes de pulsos cuadrados a 20Hz con 10ms de ciclo de trabajo y 2
minutos de estimulacidn entre cada uno de ellos, terminando con 5 minutos de monitoreo
final. Los resultados se compararon con los obtenidos en simulaciones computacionales y
registros con un modelo eléctrico pasivo de la neurona.

3.1 SIMULACIONES COMPUTACIONALES Y ELECTRICAS

Todas las simulaciones se realizaron usando los valores de los componentes eléctricos
mostrados en la Tabla 1.1 (R, = 25MOhm, R,,, = 50MOhm, C,, = 1.2nF). El objetivo de
estas simulaciones fue usarlas para calibrar el sistema, ademas de utilizarlas como
referencias del ruido y error ideales.

3.1.1 SIMULACIONES COMPUTACIONALES

La ejecucién de las simulaciones computacionales fue hecha en MATLAB R2010b de
MathWorks. En ellas se utilizaron sefiales adicionadas con ruido de 1.1 pA RMS (similar al
medido en experimentos bioldgicos). La primera simulacion computacional consistio
simplemente en aumentar el valor de la capacitancia en 10pf, una magnitud dentro del
rango reportado durante la exocitosis somatica en neuronas de Retzius.

La segunda simulacién fue hecha con la intencién de probar la capacidad del algoritmo de
hacer estimaciones cuando los valores de C,, , R, y R, no es constante. R,, se hizo
disminuir linealmente 5% de su valor base (Figura 3.1 B), mientras que R, aumento
linealmente un 4% de su valor base. Ademas se hizo que R, tuviera aumentos subitos del
10% de su valor base, tal como sucede en experimentos reales debido a bloqueos
repentinos de la micropipeta (Figura 3.1 C). Al mismo tiempo C,, se hizo variar
senoidalmente 0.5pF sobre su valor base (Figura 3.1 A).
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Figura 3.1 Gréficas del valor de AC,,,, AR,, y AR, durante la segunda simulacién. AC,, tiene la forma de una funcién
seno para simular cambios con pendiente variable como sucederia durante ciclos de exo-endocitosis, AR,, decrece
linealmente simulando un posible cambio en la conductancia membranal, y AR, aumenta linealmente ademas de
tener saltos subitos simulando lo que sucederia al bloguearse la pipeta.

Ademas, todos los resultados fueron presentados pares de graficas, una con los datos
crudos y la otra con los datos filtrados con un filtro FIR paso bajo de orden 30, con
frecuencia de corte de 0.01 Hz, dado que las variaciones de capacitancia simuladas (Figura
3.1 A) tuvieron una frecuencia de 0.0067 Hz.

3.1.2 SIMULACIONES CON EL MODELO ELECTRICO

La simulacién con el modelo eléctrico fue hecha con el programa final desarrollado en
LabVIEW 2012. La simulaciéon eléctrica consistié en aumentar en 10pF la capacitancia de
membrana del modelo eléctrico. El resultado fue presentado con en dos graficas, una con
los datos crudos y otra con los datos filtrados con el mismo filtro usado en 3.1.1.

3.2 EXPERIMENTO

3.2.1 SOLUCIONES, EQUIPO Y MATERIAL

En las siguientes tablas se listan las soluciones (Tabla 3.1), el material y el equipo (Tabla
3.2), usados en la realizacidn del experimento con la preparacién bioldgica.
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Tabla 3.1 Soluciones

Solucion intracelular
(7.3 pH)

Con base en [77]:
e CaCl, 1ImM

o EGTA 2.4mM

o HEPES 2mM

e CsCl 100mM

o TEA 25mM

e ATP 3mM

¢ GTP 0.3mM

e NMDG 17.93mM
e Glucosa 20.07mM

Solucidn extracelular

e Medio de cultivo Leibovitz L-15

Tabla 3.2 Equipo y material \

Equipo

Material

Fabricacidn de pipetas

o Puller P-97 de Sutter Instruments.

e Microscopio Leica con objetivo y
ocular de 10x.

e Fuente de voltaje con filamento
incandescente.

e Micromanipulador mecanico con
micrémetros Starrett.

e Tubos capilares de borosilicato
BF150-86-10 de Sutter
Instruments.

Preparacidn de soluciones

e Balanza electrdnica
e pH-metro Beckman.

e Filtros para jeringa estériles de
0.2um
e Jeringa de 10ml

Experimento

e Mesa antivibraciones

e Microscopio invertido Nikon
Eclipse TE200 con objetivos de 4x,
40x y oculares de 10x.

e Micromanipulador hidraulico
Narishigue

o Sistema de cuantificacion de
exocitosis

eJeringa de 1ml

3.2.2 PROCEDIMIENTO

Los experimentos se realizaron con el procedimiento mostrado a continuacién:

1. Se verifica que el equipo en conjunto con el sistema de cuantificacion funcionen

correctamente.

2. Se fabrican las micropipetas en el puller. Las pipetas deben ser hechas momentos

antes de comenzar el experimento, y no deberian usarse después de mas de 5

horas de su manufactura [57].

3. Se pulen las puntas usando una microforija.

4. Se reduce la solucion extracelular del plato de cultivo, y una vez sobre la platina del

microscopio, se coloca el electrodo de referencia dentro del bafio.



Se llenan las pipetas con la solucién intracelular filtrada a 0.2um preparada con
anticipacion al experimento, evitando la creacién de burbujas en la punta.

Se coloca la micropipeta en el holder y se procede a hacer el whole-cell patch-
clamp. El proceso se monitorea con el microscopio y con el “submédulo de
monitoreo del sello” del sistema de cuantificacion.

Ill

Se verifica en el “submaddulo de estimacién de valores iniciales” que los valores de
los componentes eléctricos estén dentro de los rangos aceptables, indicando esto
una correcta ruptura del parche. De lo contrario se cambia de célula.

|H

Finalmente, se ejecuta el “submddulo de monitoreo de cambios capacitivos” y se

realiza la cuantificacion de la exocitosis somatica en la neurona.
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE LAS SIMULACIONES

4.1.1 SIMULACIONES COMPUTACIONALES

12

10 e

; AC,

4 A Cm_estimado

0 deiivlodimainda sttt tdiol g
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo [seg]

Figura 4.1 Grafica de los valores crudos de AC,, y AC;, estimado ©N la primera simulacién computacional. Las

estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un error cuadratico medio (ECM) de 0.132 [pFarads], y un

ruido RMS de 0.134 [pFarads].

12

&
L)S AC:,
<

ACm_eslfimado
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Figura 4.2 Grafica de los valores filtrados de AC,,, y ACy;, estimado €N la primera simulaciéon computacional. Las
estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un ECM de 0.051 [pFarads], y un ruido RMS de 0.049

[pFarads].
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Figura 4.3 Gréfica de los valores crudos de AC,, y AC,, ¢stimado durante la segunda simulacién computacional.

Las estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un ECM de 0.211 [pFarads], y un ruido RMS de 0.172

[pFarads].
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50 100 150 200 250 300

Tiempo [seg]

Figura 4.4 Grafica de los valores filtrados de AC,,, y AC,, ¢stimado durante la segunda simulacién computacional.

Las estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un ECM de 0.134 [pFarads], y un ruido RMS de 0.067

[pFarads].
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4.1.2 SIMULACIONES CON EL MODELO ELECTRICO

12 4

10

— 6 - ACm

4 4 ACm_estimado

-2
0 50 100 150 200 250

Tiempo [seg]

Figura 4.5 Grafica de los valores crudos de AC,, y ACy, estimado durante la simulacién con el modelo eléctrico.
Las estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un ECM de 0.448 [pFarads], y un ruido RMS de 0.329

[pFarads].
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Figura 4.6 Grafica de los valores filtrados de AC,, y AC, ¢stimado durante la simulacién con el modelo eléctrico.
Las estimaciones del valor de los cambios capacitivos tuvieron un ECM de 0.548 [pFarads], y un ruido RMS de 0.117

[Farads]. Con el desfase corregido el ECM fue de 0.298 [pFarads].
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4.2 RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS

40 160

280

400

Tiempo [seg]

520
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Figura 4.7 Graficas de los valores de AC,,,, R,, y R, durante uno de los experimentos con neuronas de Retzius. A)

Grafica de los valores estimados de AC,,. B) Gréfica de los valores estimados vy filtrados de AC,,. C) Gréfica de los

valores estimados vy filtrados de R,,. D) Gréfica de los valores estimados de R,. Las lineas rojas verticales indican los

momentos en los que la neurona recibid trenes de pulsos cuadrados (300, 420, 540, 660 y 780 segundos). En el

periodo ubicado entre la primera linea roja y la linea verde se encuentra un artefacto que no fue tomado en cuenta

para los calculos. El cambio (lineas punteadas) entre la porcion basal de la sefial (t<300 segundos) y la porcidén

posterior al artefacto (t>320 segundos), es de aproximadamente 6.9 [pFarads].
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Figura 4.8 Grafica de AC,, con un filtrado de mayor orden durante el mismo experimento. Al aplicarse a AC,, un

filtro FIR paso bajo de orden 500 y frecuencia de corte de 0.01 Hz, se revelan cinéticas lentas durante el registro. Los

incrementos posteriores a los trenes a los 300 y 540 segundos podrian tener un origen fisiolégico.

Figura 4.9 Fotografia de una neurona de Retzius durante uno de los experimentos. En la parte inferior izquierda se

aprecia la micropipeta cuya punta se ubica encima de la neurona (centro), donde el sello fue hecho.
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4.3 DISCUSION DE RESULTADOS

Durante las simulaciones computacionales, el algoritmo demostré ser capaz de estimar
cambios capacitivos con errores y ruidos sumamente bajos (ECM = 1.3%, SNR =

40 [db]).

Las pruebas eléctricas arrojaron resultados con ruidos y errores mayores a los obtenidos
computacionalmente, aunque suficientemente pequefios (ECM = 2.98%, SNR =
30 [db]) como para afirmar que la realizaciéon de mediciones en preparaciones bioldgicas
es factible con el set-up actual. Las diferencias entre las pruebas eléctricas y las
computacionales podrian deberse a factores como: la distorsidon de las senales por parte
de los instrumentos de medicion y acondicionamiento, y aislamiento insuficiente contra el

ruido de 60 Hz.

Por otro lado, la cuantificacién de cambios capacitivos durante los experimentos con la
preparacion bioldgica, estuvo lejos de alcanzar niveles de ruido tan bajos como las
pruebas computacionales y eléctricas. Sin embargo, por medio de la aplicaciéon online de
filtros FIR paso bajo a AC,,, es posible apreciar un aumento importante en la capacitancia
membranal tras la primera aplicacion de pulsos cuadrados (300 segundos). El artefacto
ubicado entre los 300 y 320 segundos fue causado por la caida subita de la resistencia de
acceso, debida probablemente a modificaciones en el parche de membrana en la punta de
la micropipeta, provocadas a su vez por un aumento repentino del flujo idnico a través de

la pipeta.

El cambio capacitivo entre la porcién basal de la sefal (t<300 segundos), y la porcién
posterior al artefacto (320<t>880 segundos) es de aproximadamente 6.9 [pFarads] o
alrededor de 25,000 vesiculas fusionadas, magnitud consistente con estimaciones
indirectas [3, 33, 34], y que sugiere que dicho cambio tiene un origen fisiolégico. Ademas
por medio de la aplicacion offline de un filtro FIR de mayor orden (500), es posible
observar que el aumento en la capacitancia membranal estd compuesto por dos

aumentos individuales, uno a partir de los 300 segundos y otro a partir de los 540
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segundos. Esto parece ser bastante consistente con el hecho de que las vesiculas
secretoras en las neuronas de Retzius se encuentran concentradas en dos poblaciones
ubicadas a diferentes distancias de la membrana [33, 34], y podria representar el retraso

en la fusion de cada grupo.
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5. CONCLUSION

El sistema de cuantificacién de exocitosis somatica desarrollado permite medir en tiempo
real el cambio neto en la superficie de la membrana plasmdtica, mas no la cantidad
individual de vesiculas endocitadas o exocitadas. Sin embargo, dado que el curso temporal
de la secrecidén somatica en las neuronas de Retzius es del orden de minutos, este sistema
puede ser una excelente herramienta para el estudio de la cinética y mecanismos del ciclo
completo de exocitosis y endocitosis en estas neuronas, y con ello contribuir a la

comprensién de principios generales de la secrecion extrasinaptica.

Las simulaciones computacionales y las pruebas con el modelo eléctrico demostraron que
la medicidon de cambios capacitivos con errores y niveles de ruido relativamente bajos, es

factible con el uso de la instrumentacion propuesta y el algoritmo desarrollado.

En la mayor parte de los experimentos el ruido no ha alcanzado niveles tan bajos como en
las pruebas con el modelo eléctrico. Esto es atribuible en gran medida a que los
procedimientos experimentales, la composicion de las soluciones y la fabricacion de
micropipetas, aun no son las 6ptimas. Ademas, debido a que en la literatura la
informacidn acerca de la realizacion de whole-cell en neuronas de Retzius es un muy poca,
y acerca de la medicion de cambios capacitivos en estas células es nula; la optimizacién
del experimento ha sido basicamente empirica. No obstante, se han hecho registros en los
cuales ha sido posible identificar incrementos en la capacitancia membranal después de

estimular a las neuronas con trenes de pulsos cuadrados a 20Hz.

En el registro mas estable obtenido hasta ahora (Figura 4.7 y 4.8), se detectd un
incremento en la capacitancia membranal de 6.9pFaradas, el equivalente a la fusion de
aproximadamente 25000 vesiculas. Ademas, por medio de la aplicacion offline de un filtro
FIR al arreglo de datos, se observd que dicho cambio capacitivo estd compuesto por dos
incrementos individuales. La magnitud y la cinética del cambio en la capacitancia

membranal son consistentes con mediciones indirectas de la cinética y del nimero de
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vesiculas fusionadas por evento secretorio, asi como con observaciones de la

ultraestructura de los cumulos vesiculares.

El sistema de cuantificacion aun sigue en desarrollo y se prevé que con algunas mejoras
sea posible identificar la cinética del ciclo de exo-endocitosis sin la necesidad de filtrado
offline. Las mejoras que se han planteado son: la caracterizacién y compensacién de la
distorsion del amplificador de patch-clamp a las sefales, el disefio de un algoritmo de
control para la amplitud de la sefial senoidal y del voltaje de mantenimiento, y el aumento
de la relacién sefial a ruido por medio del uso de mas de un ciclo de senoidal por cada

estimacion del sistema.
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ANEXOS

ANEXO A: CODIGO EN LabVIEW®
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A.2 SUBMODULO DE MEDICION DE RUIDO
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A3 SUBMODULO DE ESTIMACION DE VALORES INICIALES (1, 1)
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A.3 SUBMODULO DE ESTIMACION DE VALORES INICIALES (lil, IV)
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A.4 SUBMODULO DE MONITOREO DE CAMBIOS CAPACITIVOS
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A.4.2 Calculos Iniciales
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A.4.3 Configuracion de E/S, y configuracion e inicio de trigger
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A.4.4 Control de la seiial de salida y procesamiento
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A.4.5 Concatenacidn de datos y activacion de bandera de guardado de datos; guardado
de datos; desactivacidon de bandera y cierre de archivos
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A.5 OTROS

A.5.1 Almacenamiento de la descripcidn y creacidn del folder del experimento.
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A.5.3 Almacenamiento de la descripcidn y creacidn del folder del experimento.
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ANEXO B: CODIGO DE LA SIMULACION EN MATLAB®

%% Asignacion de valores iniciales

clc

clear all

RmO = 50e6; Ra0 = 25e6; CmO0 = 1.2e-9;
dCm=Cm0*0.00005; dRm=Rm0*0.0005; dRa=Ra0*0.0005;
deltCm=5e-12; deltRa=0.04*Ra0; deltRm=-0.1*RmO0;
N=1000;

Au=-5e-3;

tau=(Ra*Rm*Cm*10)/(Ra+Rm);

V=15e-3;

Cm=Cm0; Rm=Rm0; Ra=Ra0;

%% Frecuencia de estimulacion
f=round((Rm+Ra)/(2*pi*Rm*Ra*Cm));
w=2*pi*f;

%% Ciclos desechados
Cic_des=ceil(tau*f);

%% Ciclos tomados en cuenta

ciclos=8;

for counter=1:ciclos
coef(counter)=counter”3;

end

div=sum(coef);

coef=coef./div;

%% Ciclos totales en 5 minutos
repeticiones=ceil((60*5*f)/(ciclos+Cic_des));

%% Seiial de estimulacion

Vcorrected=V*(Ra0+Rm0)/Rm0

for n=0:(N-1)
Sin_1(n+1)=Vcorrected*sin(2*pi*n/N);
Sin_2(n+1)=Vcorrected*sin(2*pi*n/N);

end

FSin_1=fft(Sin_1);

voltagel=FSin_1(2);

FSin_2=fft(Sin_2);

voltage2=FSin_2(2);

%% Cinética real de los elementos
f_dcm=zeros(1,(ciclos+Cic_des)*(repeticiones));
f_drm=zeros(1,(ciclos+Cic_des)*(repeticiones));
f_dra=zeros(1,(ciclos+Cic_des)*(repeticiones));
for n=0:(ciclos+Cic_des)*(repeticiones)-1
f_dcm(n+1)=deltCm*sin(4*pi*n/((ciclos+Cic_des)*(repeticiones)));
f_drm(n+1)=deltRm*n/((ciclos+Cic_des)*(repeticiones));
f_dra(n+1)=deltRa*n/((ciclos+Cic_des)*(repeticiones));
end
f_dra(round(1*((ciclos+Cic_des)*(repeticiones))/4):end)=f_dra(round(1*((ciclos+Cic_des)*(repeticiones))/4):end)+0.1*Ra0;
f_dra(round(3*((ciclos+Cic_des)*(repeticiones))/4):end)=f_dra(round(3*((ciclos+Cic_des)*(repeticiones))/4):end)+0.1*Ra0;

%%%%%%%%%%%%%%% SIMULACION%%%%%%%%%%%%

ACm_acc=0;
ARm_acc=0;
ARa_acc=0;
Cm1=Cm0;
Rm1=Rm0;
Ral=Ra0;
flag=1;



for counter=0:repeticiones-1
Rm=Rm1;
Ra=Ral;
Cm=Cm1;

% Cambio de offset

if flag==1
V=Vcorrected;
Au=-5e-3;

else
V=Vcorrected;
Au=0;

end

% Calculo de angulo de Cm

adYdCm=atan( (Ra"2+Rm"2+2*Ra*Rm-Rar2*wA2*CmA2*RmA2) / (2*Rar2*w*Rm*Cm+2*Ra*w*Rm~2*Cm) );

% Calculo de pendienteCm
clearvlv2;
deltaCmO0=0;

D=Ra”2+2*Ra*Rm+Rm~2+Cm~2*Ra’2*¥*RmA2*wA2;

for n=0:(N-1)

deltaCmO=deltaCmO+(V*w*((Rm~2*Cm/D)*cos(2*pi*n/N)+((D
+RmA3*CmA2*Ra*wA2)/(D*(Rm+Ra)*w))*sin(2*pi*n/N)))*sin(2*pi*n/N+adYdCm);

end

Cm=Cm1+dCm;
deltaCm1=0;

D=Ra*2+2*Ra*Rm+Rm~2+Cm~2*Rar2*Rm~2*w/2;

for n=0:(N-1)

deltaCm1=deltaCm1+(V*w*((Rm~2*Cm/D)*cos(2*pi*n/N)+((D+RmA3*CmA2*Ra*w”2)/(D*(Rm+Ra)*w))*sin(2*pi*n/N)))*sin(2*pi*n/N

+adYdCm);
end

pendienteCm=dCm/(deltaCm1-deltaCm0);

% Inicio de cuantificacion

clear Response Sum_res_vec FSin_res_vec K_Cm_vec

Rm=RmO;

Ra=Ra0;

Cm=Cm0;

n0=0;
Sin_acc(1:N)=zeros(1,N);

Sum_res_vec=zeros(1,ciclos);

K_Cm2=zeros(1,ciclos);
K_Cm_vec=zeros(1,ciclos);
Response=zeros(1,N);

for m=0:ciclos+Cic_des-1;
n0=m*N;
Sum_res=0;

K_Cm=0; K_Rm=0; K_Ra=0;

if (m>=Cic_des)

argu=1+m+counter*(ciclos+Cic_des);
Cm=CmO+f_dcm(argu);
Rm=RmO+f_drm(argu);

Ra=Ra0+f_dra(argu);

D=Ra’2+2*Ra*Rm+Rm~2+CmA2*Ra’2*¥*RmA2*wA2;

for n=0:(N-1)

Response(n+1+n0)=Au/(Ra+Rm)+(exp(-((Ra+Rm)/(Ra*Rm*Cm)*(n+n0)/(N*f))))*(Au/Ra-
Au/(Ra+Rm))+(V*w*((Rm~2*Cm/D)*cos(2*pi*n/N)+((D+Rm~3*Cm~2*Ra*wA2)/(D*(Rm+Ra)*w))*sin(2*pi*n/N))+(exp(-
((Ra+Rm)*(n+n0)/(Ra*Rm*Cm*N*f))))*(RmA2*Cm/D));
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end
Response(n0+1:end)=Response(n0+1:end)+wgn(1,1000,-247.432);
K_Cm=sum(Response(n0+1:end).*sin(2*pi*(0:(N-1))./N+adYdCm));
Sum_res=sum(Response(n0+1:end));

end

if (m>=Cic_des)
Sum_res_vec(m-Cic_des+1)=Sum_res;
Sin_acc(1:N)=Sin_acc(1:N)+((Response(n0+1:end)-Sum_res/N)*coef(m-Cic_des+1));
K_Cm2(m-Cic_des+1)=K_Cm;
K_Cm_vec(m-Cic_des+1)=pendienteCm*(K_Cm-deltaCm0);
end
end

FSin_acc=fft(Sin_acc);
current=FSin_acc(2);

if flag==1
Z=voltagel/current;
Zdc=Au*ciclos*N/sum(Sum_res_vec);
Ra2=real(Z)-imag(Z)"2/(Zdc-real(Z));
Rm2=Zdc-Ra2;
Cm2=abs((Zdc-real(z))*2/(w*imag(Z)*((Zdc-real(Z))*2+imag(2)"2)));
else
Z=voltage2/current;
Cm2=abs((Rm1+Ral-real(z))/(w*imag(Z)*Rm1));
end

if counter==0
K_Cm_plot(1:Cic_des)=0;
else
K_Cm_plot(1+counter*(ciclos+Cic_des):counter*(ciclos+Cic_des)+Cic_des)=K_Cm_plot(counter*(ciclos+Cic_des));
end

K_Cm_plot(1+counter*(ciclos+Cic_des)+Cic_des:(counter+1)*(ciclos+Cic_des))=K_Cm_vec+ACm_acc;
ACm_acc=ACm_acc+Cm2-Cm1;
Cm1=Cm2;
Rm1=Rm2;
Ral=Ra2;
flag=flag*-1;
end
figure
plot(0:1/f:(repeticiones)*(ciclos+Cic_des)/f-1/f, K_Cm_plot*1el15,'m','LineWidth',1.5,'LineSmoothing','on")
set(gca,'Color',[1 1 1]);
hold
plot(0:1/f:(repeticiones)*(ciclos+Cic_des)/f-1/f,f_dcm*1e15,'b’,'LineWidth',3,'LineSmoothing','on')
xlabel('Tiempo [seg]')
ylabel('deltaCm [fF]')
hold
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