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RESUMEN

Las matrices de microelectrodos (MEA) son dispositivos que permiten la deteccién de potenciales de accién o espigas en poblaciones
de células excitables, ofreciendo varias aplicaciones en el campo de las neurocienciasy la biologia. Este trabajo muestra un protocolo
para el registro de espigas en una poblacién de células ganglionares retinales empleando una matriz de microelectrodos. La retina
de una rata albina fue extraida y preparada para ser estimulada in vitro con luz led blanca, con el fin de registrar sus espigas evocadas
ante estos estimulos. Cada microelectrodo puede registrar espigas de mdas de una célula ganglionar, razén por la cual se determiné
a qué célula pertenece cada espiga aplicando un procedimiento conocido como “clasificacién de espigas”. El trabajo permitié
obtener el registro de un periodo de estimulacién y otro de no estimulacién, con el fin de representar los potenciales de accién
evocados con luzy los espontadneos. Los registros fueron almacenados para visualizar las espigas de las células ganglionares y poder
aplicar la herramienta de clasificacién de espigas. De este modo, se almacenan los instantes de tiempo en los cuales cada célula
ganglionar registrada generd potenciales de accién. Este trabajo conllevé al establecimiento de un protocolo de experimentacién
bésico enfocado al uso de matrices MEA en el laboratorio de adquisicién de potenciales extracelulares de la Universidad Antonio
Narifio Sede Bogotd, no sélo para caracterizar los potenciales de accién de células ganglionares retinales, sino también para otro
tipo de células que puedan ser estudiadas empleando matrices de microelectrodos.

Palabras clave: células ganglionares retinales, clasificacién de espigas, potenciales evocados, potenciales extracelulares.

ABSTRACT

The microelectrode arrays (MEA) are devices that allow the detection of action potentials or spikes in populations of excitable
cells, offering a wide spectrum of applications in topics of Neurosciences and Biology. This work describes a protocol for recording
of spikes in a population of retinal ganglion cells employing a microelectrode array. The retina of an albino rat was dissected and
prepared to be stimulated in vitro with white led light and to record their evoked spikes. Each microelectrode can record spikes
from more than a ganglion cell, for which it was necessary to determine which cell fires each spike applying a procedure known
as spike sorting. The work allowed to obtain the recording of a stimulation period and another of non-stimulation, representing
evoked and spontaneous action potentials. The recordings were saved, in order to visualize the action potentials of the ganglion cells
detected and to apply a computational method for the spike sorting. In this way, it was saved the time stamps in which each action
potential was fired by its respective cell. This work established a basic experimentation protocol focused to the use of MEA devices
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in the laboratory for acquisition of extracellular potentials at the Antonio Narifio University - Bogota Headquarters, not only for

characterization of action potentials fired by retinal ganglion cells populations, but also for other kind of cells that can be studied

employing MEA devices.

Keywords: evoked potentials, extracellular potentials, retinal ganglion cells, spike sorting.

INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importantes de las neuronas es
su capacidad de generar potenciales de accién o espigas en
respuesta a estimulos, cuyas propiedades y origen dependen
del sistema u érgano al cual pertenecen (Matthews, 2003).
Los potenciales de accién estdn dados por cambios en las
distribuciones de las cargas eléctricas en las membranas
de las neuronas, lo cual ha sido ampliamente estudiado y
documentado en la literatura (Sharpee, 2013). Diversos
procedimientos en experimentos in vitro permiten estudiar los
potenciales de accién a nivel unicelular, siendo uno de los
mds conocidos la técnica de fijacién de voltaje en microdreas
de membrana (Garcia-Rill, 2011). No obstante, existen
preguntas en las que se hace necesario conocer los potenciales
de accién que se generan en una poblacién de neuronas (en
cultivos u otro tipo de preparacién histolégica) de forma
simultdnea, para lo cual se ha desarrollado la tecnologia de
las matrices de microelectrodos (conocidas con la sigla MEA
por su significado en inglés microelectrode array).

La literatura reporta diversas aplicaciones de las MEA.
Una de ellas se orienta a los estudios de la actividad del
hipocampo, donde por medio de estimulacién con algunos
microelectrodos de la misma MEA se ha logrado generar
protocolos de LTP (long time potentiation) para el estudio
detallado de la red que compone este tejido. Es asi como
se han respondido preguntas fisioldgicas y farmacoldgicas
en estudios in vitro del hipocampo relacionadas con
enfermedad de Alzheimer y epilepsia (Van Bergen et dl.,
2003; Yu et al., 2009; Chong et al., 2011; Shi et al., 2014).
Otras aplicaciones se han desarrollado para estudios in
vitro de cardiomiocitos (Pradhapan et al., 2013), evaluacién
de medicamentos (Morefield et al., 2000; Natarajan et dal.,
2011), microelectroretinografia (Homma et al., 2009),
andlisis de la actividad eléctrica de la retina (Ferndndez
et al, 2000; Chen et al.,, 2004; Greschner et al., 2006;
Cerquera et al., 2008; Cerquera y Freund, 2011; Freund y
Cerquera, 2012; Gémez et al., 2013; Palacios et al., 2014),
entre otros. Los fabricantes de tecnologias MEA ofrecen
una amplia gama de disefios y estructuras de acuerdo a la
aplicacién y experimentos en que requieran ser utilizadas,
cuya informacién puede ser consultada en la literatura o en
manuales de los fabricantes (Branner et al., 2001; Spira y
Hai, 2013; Multichannel Systems, 2014).

El siguiente trabajo presenta a la comunidad cientifica
nacional un laboratorio para la adquisicién de potenciales
extracelulares que se ha venido adecuando en los dltimos
afos en la Universidad Antonio Narifio Sede Bogota. El
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principal componente de este laboratorio es un sistema
de matrices de microelectrodos, cuya funcionalidad se
presenta describiendo el uso de un tipo de MEA estandar
y los pasos bdsicos necesarios para detectar actividad
eléctrica en células ganglionares de la retina de una rata
albina. Adicionalmente, se incluye una discusién acerca de
las tareas futuras que se deben realizar para complementar
el laboratorio y proponer otros usos del mismo.

MATERIALES Y METODOS

La retina de vertebrado puede representarse como un
sistema de procesamiento de sefial, donde la entrada son
los fotones que transmiten la informacién visual que llegan
a los fotorreceptores, mientras que la salida son las espigas
generadas por cientos de millones de células ganglionares.
Estas son neuronas cuyos axones se alargan formando
el nervio éptico, con el fin de transmitir al cerebro los
potenciales de accién producidos por la fototransduccién
y procesamiento celular de las diferentes capas de la
retina (Yew et al., 2012). A continuacién se presentan los
elementos y métodos fundamentales de un experimento in
vitro que permiten la deteccién de estas sefiales de salida en
el sistema retiniano:

Matriz de microelectrodos (MEA)

La estructura de la MEA empleada en este trabajo se observa
en la Fig. 1A, cuya referencia segun el fabricante Multichannel
Systems GmbH es 60MEA200/30iR-Ti-pr-T (Multichannel
Systems, 2014). Esta MEA estd compuesta por un sustrato
de vidrio con dimensiones de 49 mm de ancho, 49 mm de
largo y 1 mm de altura. Adherido a este se ubica un anillo
de plastico con dimensiones de 26 mm de didmetro interno,
30 mm de didmetro externo, y una altura de 6 mm. Como se
describird mas adelante, la funcién de este anillo es facilitar
la perfusién de solucién hidratante para nutrir las células o
tejido en su interior.

En el centro de la MEA se encuentran 60 microelectrodos
planares elaborados con una aleacién de nitrato de titanio
(TiN), distribuidos sobre un 4rea de aproximadamente 2,5
mm?y cuya observacién sélo es posible con ayuda de un
microscopio (Fig. 1B). Cada microelectrodo se une con una
pista de TiN que conduce la informacién detectada y que
aumenta su grosor a medida que se acerca a la periferia de
la MEA. En este punto, los extremos de las pistas son de
forma cuadrada para facilitar su conexién con el sistema de
preamplificacién durante el desarrollo de los experimentos.
A la izquierda de las Figs. TAy 1B se observa el electrodo de
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Figura 1. Estructura de la MEA empleada en este trabajo. A. Vista superior de la MEA. B. Detalle de la region en el centro de la MEA donde se

encuentran los microelectrodos.

referencia de la MEA, cuyas dimensiones mayores a las de
los demds lo hacen identificable a simple vista.

Generalmente, el nimero de células detectadas por cada
microelectrodo en este tipo de MEAs varia entre uno y tres,
y en muy raras ocasiones hasta cuatro. En el caso de la
superficie de microelectrodos que se observa en la Fig. 1B,
cada microelectrodo tiene un didmetro entre 10 y 30 micras,
y los espacios entre electrodos oscilan entre 100 y 200
micras, lo que asegura que el potencial de accién de una
sola célula no sea detectado por mas de un microelectrodo
(Gunningetal., 2005).

Solucién Ringer

Durante la preparacién de la retina, asi como en |a etapa de
estimulacién para el registro de su actividad eléctrica, fue
necesario emular las condiciones fisiolégicas de la retina.
Con este fin, antes de iniciar el experimento se prepard
una solucién Ringer para mantener la funcionalidad de las
células retinales con niveles adecuados de pH y temperatura.
Se preparé 1000 mL de solucién Ringer con los siguientes
componentes: 1000 mL de agua destilada y purificada, 6,42
g de NaCl, 0,18 g de KCl, 0,11 g de CaCl, 0,152 g de MgCl,
1,84 g de NaHCO, y 1,80 g de Glucosa. Estos componentes
se disolvieron con un agitador magnético y la solucién
resultante se burbuje6 durante 40 minutos con una mezcla
de gas carbdgeno (95 % O,y 5 % CO,), con el objeto de
mantener el pH de la solucién Ringer entre 7,4y 7,7. As{
mismo, con ayuda de la placa calefactora del agitador se
mantuvo la temperatura de la solucién Ringer en 34 °C,
mientras que la temperatura ambiente del laboratorio se
conservé en 22 °C empleando un calefactor.

Extraccion de la retina
Las retinas de una rata albina con edad de ocho semanas
fueron extraidas y preparadas para el experimento. Este

no se realizé6 con una rata de menor edad debido a que
el tamafio de sus retinas es reducido, dificultando asf su
preparacién histolégica. Sin embargo, las retinas de esta
especie contienen una concentracién de células ganglionares
suficiente para caracterizar su respuesta en periodos de
estimulacién y no estimulacién luminica, razén por la cual se
consideré adecuada para desarrollar el presente trabajo. El
animal con el que se realizé el experimento fue donado por
el Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal de
la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

El procedimiento se llevé a cabo conforme a las
recomendaciones del Comité Institucional de Etica para
Experimentacién con Animales dela Universidad Antonio Narifio
(Acta 01-23 de noviembre de 2011). Antes del experimento,
el animal permanecié dos semanas bajo condiciones de ciclo
controlado de luz/oscuridad de 12 horas con luces encendidas
alas 7 am y control de humedad y temperatura.

La rata se sacrificé haciéndole inhalar los vapores de
un trozo de gasa impregnado con 20 mL de isofluorano,
asegurando posteriormente su muerte mediante dislocacién
cervical. El procedimiento para la extraccién de cada ojo
consistié inicialmente en hacer cortes con ayuda de unas
tijeras Joseph sobre la comisura interna de cada uno, lo
que permitié aumentar el espacio para retirar los tejidos
alrededor del mismo y facilitar el corte del nervio éptico.
Cada ojo fue extraido y sumergido inmediatamente en una
caja de Petri con solucién Ringer, en la cual se eliminé gran
parte del tejido adiposo que atin permanecia alrededor. Este
procedimiento se realiz6 empleando una pinza de relojero
recta y unas tijeras Westcott para oftalmologia, obteniendo
el ojo mostrado en la Fig. 2A.

A partir de esta etapa, toda la preparacién se realizé con
ayuda de un microscopio estéreo. Mientras que uno de los
ojos permanecia sumergido en una caja de Petri con solucién
Ringer, se comenzé con la preparacién del otro, realizando
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un corte sobre su ora serrata (Fig. 2B) para extraer y desechar
todos los componentes de la mitad anterior del ojo
incluyendo el cristalino, obteniendo solo la mitad posterior
a la que se denomina “ojo en copa” (Fig. 2C). Este dltimo
se dejé reposar en solucién Ringer durante 30 minutos
para facilitar posteriormente la separacién de la escleray la
retina. Después de este tiempo, se removié el humor vitreo
con ayuda de una pinza curva de relojero (Fig. 2D), lo cual
fue necesario debido a que el humor vitreo es una sustancia
aislante que dificultaria la deteccién de potenciales de
accién por parte de los microelectrodos durante la fase de
experimentacién. En este paso, las habilidades manuales
del experimentador exigieron un maximo de sutileza, puesto
que el ejercicio mecénico de halar en exceso el humor vitreo
podria haber causado dafios en la retina.

Posteriormente, se sujeté con unas pinzas la esclera
y con otras se levantd la retina ejerciendo presién desde
afuera hacia adentro, hasta quedar totalmente separada de
la esclera y evitando halarla con las puntas de las pinzas,
obteniendo asf la retina totalmente aislada (Fig. 2E). Se
debe tener en cuenta que el ojo en copa siempre debié
estar sumergido en solucién Ringer, y que con ayuda de una
pipeta Pasteur se hizo un recambio constante de la misma
para conservar los valores de pH y temperatura adecuados.

Montaje de la retina en la MEA

En este tipo de experimentos, uno de los aspectos que influye
en su éxito es el buen contacto que haga la retina sobre la
superficie de microelectrodos de la MEA, especificamente
de la capa de células ganglionares con los microelectrodos.

Para ello se fabricé la pieza de nylon mostrada en la Fig.
3A, la cual lleva en uno de sus extremos una porcién de
membrana de didlisis asegurada con un o-ring. El propésito
era que la membrana quedara tan tensa como fuese posible,
y con ayuda del peso de la pieza de nylon asegurar un buen
contacto de la retina con los microelectrodos. De esta
forma, el orificio en medio de la pieza se aproveché para
el paso de los estimulos de luz y el recambio de solucién
Ringer, que para este experimento se hizo de forma manual
cada cinco minutos empleando una pipeta Pasteur.

Después de haber hecho la extraccién completa de la
retina se ubicé la pieza de nylon dentro de la misma placa
de Petri donde se hizo la preparacién de la retina, con la
superficie que tiene la membrana de didlisis hacia arriba.
Posteriormente, se succiond cuidadosamente la retina con
una pipeta Pasteur y se ubicé sobre la membrana de didlisis,
teniendo en cuenta que la capa de células ganglionares debia
quedar hacia arriba. Esto se verificé teniendo en cuenta
que la retina tiende a mantener algin nivel de concavidad
en la superficie donde se encuentra la capa de células
ganglionares, lo cual representé una guia visual para quien
realizé el experimento. Con ayuda de las pinzas de relojero
se estiré cuidadosamente los dobleces que quedaron
después de ubicar la retina sobre la membrana de didlisis. Se
emplearon pequefios trozos de toallas de papel para remover
algunos sobrantes de solucién Ringer alrededor de la retina
y también facilitar el estiramiento de la misma, procurando
que la retina no quedara completamente seca.En la Fig. 3B
se observa la forma en que la retina quedé ubicada sobre la
membrana de didlisis de la pieza de nylon.

E

Figura 2. Preparacién histolégica de la retina. A. Ojo después de ser extraido de la cuenca ocular de animal y de haberse retirado el tejido
P 8! ) P Y )
adiposo a su alrededor. B. Corte a través de la ora serrata. C. Ojo en copa. D. Uso de las pinzas curvas para retirar el humor vitreo del ojo en copa.

E. Retina totalmente aislada del resto de tejidos del ojo.
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A continuacién, se sostuvo la MEA algunos
centimetros sobre la retina, con la superficie que tiene los
microelectrodos hacia abajo. Se bajé lentamente hasta que
los microelectrodos hicieron contacto con la retina y se
realizé un giro de 180 grados en sentido vertical de todo el
conjunto, con el fin de obtener el montaje que se muestra
en las Figs. 3Cy 3D. Las Figs. 3E y 3F muestran en detalle la
ubicacién de la retina sobre la superficie de microelectrodos
de la MEA. En este instante de la preparacién, se agregaron
0,5 cm® de solucién Ringer al interior de la MEA para
mantener nutrida e hidratada a retina.

Registro de espigas
El montaje mostrado en las Figs. 3Cy 3D se ubicé dentro de
un preamplificador MEA-Inv-System-E de 60 canales (Fig.
3G), el cual a su vez estaba sostenido por el portaobjetos
de un microscopio invertido. De esta forma, el estimulo de
luz se envié por la parte superior mientras se monitoreaba
el desarrollo del experimento con las lentes del microscopio.
Las sefiales procesadas por el preamplificador se
transmitieron a una tarjeta de adquisicién PCl (peripheral
component interconnect), la cual opera a una frecuencia de
muestreo de 25000 Hz, ganancia de 1200, resolucién
de 14 bits para la conversién andlogo-digital y un rango
de voltaje de entrada de +819 mV. La temperatura de
la retina se controlé mediante un médulo TC02 que se
conecté al preamplificador para mantenerla en 34 °C.
Todos los componentes del sistema MEA (matrices MEA,
preamplificador, controlador de temperatura, tarjeta de
conversién andlogo/digital y software de andlisis) fueron

fabricados por la compafiia Multichannel Systems GmbH de
Alemania. La Fig. 4A presenta el esquema de interconexién
de los principales elementos del montaje para este
experimento, los cuales se observan en detalle en la Fig.
4B. Durante el tiempo de estimulacién in vitro de la retina
el laboratorio estuvo en completa oscuridad para asegurar
que solo la luz led estimulara la retina. Debido al fondo
oscuro del monitor en la visualizacién de los registros, y a la
distancia entre este y el preamplificador, la luz del monitor
no tuvo influencia alguna sobre la retina. Se debe aclarar
que las ondas observadas en el monitor de la Fig. 4B fueron
generadas con un simulador de electroretinografia provisto
por el fabricante del sistema, donde cada cuadro representa
cada uno de los 60 microelectrodos de la MEA.

Después de conectar todos estos elementos, la retina
estuvo en reposo durante aproximadamente 15 minutos antes
de comenzar la estimulacién con luz. Estos estimulos fueron
aplicados con una linterna led de intensidad 5,19 yW a una
distancia aproximada de 20 cm de la retina, de tal modo que
la cadencia de encendido y apagado de la luz fue controlada
de forma manual por el experimentador. El software MC-Rack
es la interfaz gréfica que permitid registrar y almacenar en el
computador la informacién proveniente de la MEA cuando
detectaba los potenciales de accién de la capa de células
ganglionares de la retina. La comprobacién de registros de
espigas correlacionados con los estimulos de luz se hizo de
forma visual, verificando en el monitor del computador la
generacion de rafagas de espigas en los instantes en que el
experimentador encendia la luz, asi como ausencia o escasez
de las mismas cuando se mantenia la luz apagada. De otro

D

Figura 3. A. Pieza de nylon con membrana de dialisis transparente en su parte superior ajustada con un o-ring color negro. B. Retina ubicada
sobre la membrana de didlisis de la pieza de nylon, identificable por su tenue tonalidad blanca visible sobre el centro de la membrana. C. Montaje
sobre la MEA vista de perfil. D. Montaje sobre la MEA, vista superior. E. Aspecto de la retina sobre la superficie de microelectrodos en la MEA
aumentada a 20Xy F. aumentada a 80X. G. Montaje mostrado en las Figuras 3C y 3D sobre el preamplificador.
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Computador
MEA con retina

T en su interior

Fuente
de luz

<< —» <—— Lente convexa

|

Preamplificador

I I Controlador de

Tarjeta de adquisicién (
andlogo/digital

temperatura

Figura 4. A. Esquema de interconexién de elementos en el montaje. B. 1. Computador con la tarjeta de adquisicion de datos y el conversor
andlogo digital, con su respectivo monitor para visualizar los registros. 2. Cable blindado que transmite las sefiales del preamplificador al
computador. 3. Ubicacién del montaje de la Fig. 3 G. 4. Lente convexa para el enfoque de los estimulos de luz sobre la retina. 5. Controlador de

temperatura. 6. Jaula de Faraday para aislar el ruido electromagnético

lado, el software permitié la aplicacién de algunos filtros
digitales para atenuacién de ruido o frecuencias indeseadas.
En este experimento, se configurd el software para aplicar un
filtrado pasabanda en tiempo real compuesto por dos filtros
Butterworth de segundo orden, un pasaaltas con frecuencia
de corte de 200 Hz y un pasabajas con frecuencia de corte de
3000 Hz. Estos filtros permitieron conservar la informacién
de las espigas y estabilizar la linea basal de los registros. Dado
que fue posible registrar espigas con la primera retina que se
prepard, se decidié desechar la segunda retina.

Clasificacion de espigas
Como se menciond, las espigas registradas por cada
microelectrodo son generalmente la mezcla de las espigas
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disparadas por mds de una célula. En la mayoria de
aplicaciones que requieren el uso de MEAs es necesario
hacer una clasificacién de los potenciales de accién de
acuerdo a la célula que los esta generando, procedimiento
conocido como “clasificacidon de espigas”. Su fundamento
radica en que cada neurona produce espigas con una
forma de onda particular, de tal manera que se determina
cudntas células se estdn registrando en cada canal
(Quian, 2007). Aunque se necesita una herramienta de
software para realizar este procedimiento, no es algo
completamente automdtico, sino que requiere también la
experiencia y conocimientos de la persona que lo realiza
para seleccionar los pardmetros que le permitan clasificar
las células origen de las espigas.
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Normalmente, la amplitud de las espigas es mayor a los
niveles de ruido gaussiano que alcanzan a contaminar los
registros en su linea basal y cuyas formas de onda pueden
ser similares a las espigas. En este trabajo, el procedimiento
para la clasificacién de espigas se inicié con la asignacién
de un umbral que permitiera determinar cudles ondas
correspondian a espigas y cudles otras a ruido. Este paso
se realiz6 con el software MC_Rack, asignando mediante
inspeccién visual el umbral adecuado en cada canal. Un
umbral muy cercano a los niveles de ruido podria tomar
espigas de forma errénea, mientras uno muy alejado
conllevaria a ignorar espigas evocadas de las células
ganglionares. Posteriormente, el software determiné la
célula ala cual correspondia cada espiga, permitiendo que el

Periodo de
oscuridad

investigador definiera el instante de tiempo del pico de cada
espiga para obtener la informacién temporal de los trenes
de espigas. De ser necesario, el software permite exportar
esta informacién en formato MS Excel, en caso que deban
ser analizados con programas mds especializados para el
procesamiento de datos biolégicos.

RESULTADOS

La Fig. 5A permite observar en detalle un segmento de 1000
ms de registro correspondiente al canal nimero 13, donde se
visualizan las espigas generadas por las células ganglionares
detectadas en ese microelectrodo. Los primeros 700 ms
corresponden a periodo de oscuridad y los otros 300 ms a
periodo de luz, observandose pocas espigas generadas en

Periodo de
estimulacion
con luz

C

Figura 5. A. Respuesta registrada a partir de uno de los microelectrodos de la MEA durante 1000 ms. B. Representacién del resultado de la
clasificacién de espigas sobre el segmento mostrado en la Fig 5 A. C. Ubicacién temporal de las espigas. Los datos de calibracién para visualizar las

graficas son 1000 ms en el eje de tiempo y + 200 pV en el eje de amplitud.
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periodo de oscuridad y el aumento de estas como respuesta
al estimulo con luz. La Fig. 5B representa el resultado de la
clasificacién de espigas, donde cada una se indica con un
color que identifica la célula que la origind. En este caso, se
detectaron tres células, identificadas cada una con colores
violeta, rojo y amarillo, cuya ubicacién temporal se presenta
mds claramente en la Fig. 5C. Esta asignacién de colores se
hace con ayuda del software MC_Rack. Se observa también
que las espigas en color violeta corresponden a la unica
célula detectada con actividad en el periodo de oscuridad.

DISCUSION

Las MEAs son desarrollos tecnolégicos que permiten el
andlisis de poblaciones de células excitables mediante el
registro de su actividad eléctrica. En este trabajo, se han
registrado trenes de espigas de una poblacién de células
ganglionares en la retina de una rata albina, obtenidos
mediante secuencias de luzencendiday apagada controladas
manualmente. Tal como se esperaba, las rafagas de espigas
se generaron con una mayor frecuencia de disparo durante
los instantes de luz encendida. El laboratorio en el que se
han obtenido estos registros ha sido adecuado en el marco
de un proyecto de investigacién que considera a futuro la
aplicacién de estimulos mds complejos, como por ejemplo,
secuencias de diferentes intensidades de luz, ruido, escenas
naturales, entre otras.

Como complemento a las funciones del laboratorio
para posibilitar su uso en otras aplicaciones con MEAs, se
ajustard un sistema automadtico de perfusién con la ayuda
de bombas de jeringas para asegurar el flujo continuo
de solucién Ringer (o Ames) en experimentos de larga
duracién. De igual forma, vale la pena mencionar que
actualmente los investigadores del proyecto en el cual se
realizé este estudio estdn trabajando en adecuar un sistema
que permita la emisién computarizada de los estimulos
de luz. Con este fin, se estd implementando dentro de la
jaula de Faraday (indicada con el ndmero 6 en la Fig. 4B)
el soporte para un proyector de video que direccione su haz
de luz sobre la retina y que la estimule con patrones de luz
programados previamente en un computador. Dado que la
tarjeta de adquisicién de los registros incluye tres entradas
andlogas, es posible disefiar un arreglo que permita
transmitir la informacién de los cambios de estimulos
desde el computador que los controla a una de las entradas
andlogas, lo que permitird detectar exactamente el tiempo
de permutacién de los estimulos e incluir esta informacién
en el registro de las espigas. Posiblemente se requerird
también un juego de lentes de densidad neutra ubicados
antes que los estimulos lleguen a la retina, con el fin de
regular la intensidad de la luz de estimulo.

Para el desarrollo de futuros experimentos con retinas de
vertebrados, se debe tener en cuenta ciertas variables que
podrian incidir en el éxito de los mismos. Por ejemplo, se
recomienda que el animal que se va a emplear en alguno

bh - Acta biol. Colomb., 20(3):37-46, septiembre-diciembre de 2015

de estos experimentos permanezca por lo menos 12 horas
en total oscuridad antes de iniciar el procedimiento. Esto
tiene como fin disminuir la adherencia entre capa de
fotorreceptores y epitelio para facilitar la extraccién de la
retina en la etapa del ojo en copa. Adicionalmente, el uso
de luz roja tenue durante la preparacién, en lugar de luz
blanca convencional, permite mantener la adaptacién a la
oscuridad en roedores. Esta especie no posee pigmentos
visuales que perciban el espectro del color rojo, por lo que
su uso no afectara las respuestas evocadas con los estimulos
de luz durante los experimento. Cabe mencionar que el
procedimiento mds comdn para aplicacién de los pulsos de
luz es sobre la capa de fotorreceptores de la retina, mientras
que la capa de células ganglionares estd en contacto con los
microelectrodos de la MEA (Fiscella et al., 2012).

Otro factor importante es la solucién Ringer. Existen
algunas variaciones en las concentraciones de los reactivos
reportadas en diferentes trabajos, aunque lo mads
importante es mantener los valores de pH y temperatura
cercanos a 7,5 y 32 °C respectivamente, con el objeto de
emular tanto como sea posible las condiciones naturales
de la retina dentro del ojo. No obstante, algunos trabajos
en los dltimos afios han empleado solucién de Ames como
medio para mantener hidratada y nutrida la retina durante
el experimento. De igual forma, la composicién de esta
solucién hidratante se puede modificar en casos donde los
experimentos estén orientados a la evaluacién y prueba de
medicamentos en algutin tipo especial de células excitables.
En cualquiera de estos casos, el control de la temperatura
es fundamental cuando se experimenta con retinas de
mamiferos, mas no para retinas de reptiles o anfibios por
su condicién de “animales de sangre fria”. También es un
factor determinate la manipulacién de la retina después que
se ha separado del ojo en copa, ya que por su fragilidad
se puede dafar facilmente durante la remocién del humor
vitreo y durante su ubicacién sobre la membrana de didlisis
(Fig. 3B). En este sentido, se debe realizar el procedimiento
con suma paciencia y cuidado, usando adecuadamente las
pinzas y demds elementos necesarios para la diseccién.

Es importante asegurar un contacto perfecto entre la
retina y la superficie de microelectrodos para aumentar las
probabilidades de registrar actividad en todos los canales de
la MEA. Aunque en este experimento ese no fue el caso, los
investigadores de este proyecto se encuentran trabajando
para mejorar la técnica que asegure este contacto. Por otro
lado, se proyecta explorar la experimentacién en otro tipo
de roedores con presencia de epitelio, debido a que en este
tipo de retinas hay mayor concentracién de melanina, lo que
conlleva a una mayor concentracién de células ganglionares
que pueden proporcionar informacién de estimulos visuales
mas complejos. En este sentido, la presencia de epitelio
pigmentario facilita el recambio de los segmentos externos
de los fotorreceptores, mientras que en las especies albinas
sin epitelio pigmentario puede haber una caida mds
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rapida de la respuesta, lo cual representa un problema en
experimentos de larga duracién.

Por ultimo, cabe resaltar la posibilidad de utilizar los
recursos del laboratorio para desarrollar experimentos en
otros ambitos, como los que se indican en la seccién de
introduccién del presente documento.

CONCLUSIONES

Se ha acondicionado un laboratorio basado en tecnologia
MEA que permitird realizar procedimientos donde se
requiera estudiar las respuestas extracelulares en poblaciones
de células excitables. La funcionalidad del laboratorio
ha sido demostrada mediante un procedimiento bdsico
en neurofisiologia como gufa para futuros experimentos.
Aunque es necesario alin complementar algunas condiciones
del laboratorio, se tienen las condiciones iniciales para
considerar la posibilidad de buscar otras aplicaciones
que permitan explotar las capacidades del sistema con
tecnologia MEA instalado en este laboratorio.
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