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CIRCUITO ELECTRONICO PARA SUMAR VOLTAJES, UTILIZADO EN
EXPERIMENTOS DE REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA DE
NEURONAS CON TECNICAS COMBINADAS DE PATCH CLAMP Y DYNAMIC
CLAMP

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a un circuito electrénico para sumar voltajes
que son utilizados en experimentos de registro de la actividad eléctrica de neuronas con

técnicas combinadas de patch clamp y dynamic clamp.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En el Laboratorio de Neurociencias del Centro Atémico Bariloche (a cargo
del Dr. Yimy Amarillo y la Dra. Marcela Nadal) se realizan mediciones de la aétividad
eléctrica de neuronas individuales con un amplificador MultiClamp 700B (Axon
instruments — Molecular Devices) en respuesta a estimulos controlados. En la técnica de
patch clamp, que permite estudiar la actividad de los distintos canales i6nicos de una
neurona, se forma un sello entre la membrana y la micropipeta de vidrio que contiene el
electrodo de registro. La sefial registrada es enviada al amplificador y estd en el rango de
1 pA a 20nA. Luego de amplificada, la sefial es digitalizada por la tarjeta de adquisicién
Digidata 1440A, la cual es comandada por el software PClampl0 (Clampex). Esta
interfaz también se utiliza para comandar los protocolos de inyeccion de corriente en
experimentos de current clamp y para mantener el voltaje a un valor constante

determinado en experimentos de voltage clamp. La diferencia de potencial en la salida
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analogica de la interfaz es convertida en corriente por el amplificador segiin el protocolo
administrado por el software, que permite programar la inyeccion de corriente de
amplitud variada y de pulsos en escalon a distintos voltajes.

La técnica de dynamic clamp permite modificar conductancias idnicas
individuales en neuronas reales utilizando estimulos complejos guiados por el modelo
computacional de la conductancia de interés. La interaccion en tiempo real entre la
computadora y la célula permite la introducciéon de modificaciones extremadamente
precisas y rapidas en las propiedades del canal: tiempo de activacion e inactivacion,
magnitud de la conductancia y recuperacion de la inactivacion. El sistema de dynamic
clamp consiste en una tarjeta de adquisicion DAQ PCle-6351, la cual recibe el valor del
potencial de membrana de la neurona real de la salida analdgica del amplificador, y
luego inyecta la corriente que satisface la solucion numeérica de la ecuacion diferencial
que describe una conductancia idnica en particular. La tarjeta es comandada por el
software de dynamic clamp StdpC, que utiliza el voltaje para resolver en tiempo real
(utilizando el procesador de la computadora) la ecuacion que describe la conductancia
de interés. El resultado (en unidades de corriente) es comando como una diferencia de
potencial en la salida de la interfaz de dynamic clamp, la cual est4 conectada a la entrada
analdgica del amplificador. Este proceso es realizado iterativamente a una frecuencia
aproximada de 50 KHz.

Con el sistema implementado no era posible aplicar protocolos de
estimulacion en forma simultdnea con el dynamic clamp debido a limitaciones de
hardware: El amplificador de patch clamp (multiclamp 700 B de Molecular Devices)
sélo tiene una entrada analégica BNC para comandar la inyeccién de corriente en cada
uno de los electrodos de registro. Durante un experimento tipico de patch clamp y

dynamic clamp combinados se debe poder controlar el potencial de membrana
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(mediante la inyeccién de corriente) al mismo tiempo que se implementa el lazo
computacional del dynamic clamp. Para esto es necesario poder comandar
simultaneamente el amplificador con dos fuentes de voltaje independientes provistas por
dos interfaces digital/anal6gicas. En base a estas necesidades, se llevd a cabo la
implementacién de un circuito electronico capaz de tomar las sefiales (analdgicas)
provenientes de ambas fuentes de voltaje, sumarlas en paralelo y entregarlas al

amplificador.

RESUMEN DE LA INVENCION

Con el objetivo de manipular conductancias individuales en neuronas, se ha
desarrollado un sumador de voltaje en paralelo que permite el uso simultdaneo de un
amplificador para registrar la actividad eléctrica de la célula al mismo tiempo que
permite la implementacion de la técnica de dynamic clamp. Esta ultima permite
modificar, en tiempo real, las propiedades cinéticas de un canal iénico determinado y
poder estudiar asi el efecto que tiene en el comportamiento electrofisiolégico de la
neurona.

Es por lo tanto un objeto de la presente invencién proveer un circuito
electronico para sumar voltajes utilizados en experimentos de registro de la actividad
eléctrica de neuronas con técnicas combinadas de patch clamp y dynamic clamp,
estando el circuito compuesto por al menos un sumador integrado por al menos dos
amplificadores operacionales con retroalimentacién negativa, en donde el primer
amplificador realiza la suma de tensiones, en tanto que el segundo amplificador invierte

la polarizacion nuevamente; y comprende ademés una fuente de alimentacion.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para mayor claridad y comprension del objeto de la presente invencion, se lo
ha ilustrado en varias figuras, en las que se ha representado el mismo en una de las
formas preferidas de realizacion, todo a titulo de ejemplo, en donde:

Las figura 1A y 1B muestran un esquema del circuito objeto de la presente
invencion;

La figura 2 es un grafico que ilustra la aplicacién simulténea de un protocolo
de inyeccion de corriente y la adicion de conductancias mediante dynamic clamp en una
célula modelo.

La figura 3 es un grafico que ilustra la aplicacion simultéanea de un protocolo
de inyeccion de corriente y la adicion de conductancias mediante dynamic clamp en una

neurona talamocortical in vitro.

DESCRIPCION DETALLADA DEL EJEMPLO DE REALIZACION

Haciendo ahora referencia a la figura 1, se observa el circuito objeto de la
presente invencion, el cual en esta realizacion particular consta de dos partes: (1) el
sumador, integrado por dos amplificadores operacionales con retroalimentacion negativa
(Fig. 1A): el primero realiza la suma de tensiones, cambiando la polarizacién (sumador
inversor), mientras que el segundo invierte la polarizacién nuevamente (inversor); y (2)
una fuente capaz de entregar una tensién continua de £12V (Fig. 2B), con el objetivo de
alimentar los amplificadores, tomando tensién alterna de linea (220V).

Los amplificadores operacionales (OA) utilizados fueron seleccionados
teniendo en cuenta la tensién (10V) y corrientes (nA) utilizadas, pero principalmente
teniendo en cuenta la capacidad de respuesta necesaria (50 KHz). Las resistencias

utilizadas son de igual valor (R=10k). Esquema del circuito implementado para la




10

15

20

25

inyeccion simultanea de 2 corrientes. (A) Sumador no inversor implementado con
amplificadores operacionales. (B) Fuente +12V utilizada para la alimentacién de los
amplificadores conectados con retroalimentacién negativa. Las sefiales que ingresan al
circuito son sumadas y entregadas al amplificador.

Haciendo ahora referencia a la figura 2, para poner a prueba el circuito
sumador, se ha empleado una célula modelo Patch-1U (Axon Instruments, Molecular
Devices), que es un circuito RC con valores de conductancia C= 33 pF y resistencia R=
500 MQ. Se conect6 al sumador, que recibe sefiales tanto del amplificador MC- 700B
como del sistema de dynamic clamp y se aplicaron, en forma simulténea, protocolos de
estimulacion y el resultado computacional de dynamic clamp (Fig. 2). Como se observa
en la figura, ambas sefiales se ven reflejadas en los registros (Fig. 2B).

En dicha figura se observa la aplicacién simultdnea de un protocolo de
inyeccién de corriente y la adicién de conductancias mediante dynamic clamp en la
célula modelo. En donde en A. se observa la respuesta de la célula modelo a un
protocolo de pulsos de 1.5 segundos de duracion desde -200.0 PA en incrementos de
50.0 pA en ausencia de dynamic clamp. En tanto que en B. se observa la respuesta de la
célula modelo al mismo protocolo de inyeccion de corriente en A durante la adicién de
las conductancias de fuga de potasio (IKleak; gKleak 6.0 nS) y de bajo umbral de calcio
(IT; gT = 40 nS) mediante dynamic clamp. En los insertos se muestran amplificaciones
de las zonas demarcadas en las cuales se observa las corrientes tipicas obtenidas cuando
se produce activacion de la conductancia T mediante despolarizacion (ultimos trazos
despolarizantes del inserto a la izquierda) y después de la remocién de la inactivacion de
IT por hiperpolarizacion (inserto de la derecha).

Las propiedades de membrana de las neuronas talamocorticales (TC)!

combinadas con la arquitectura de conexiones sinapticas reciprocas del circuito
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talamocortical (inhibicién recurrente del nucleo talamico reticular y excitacion
recurrente de la corteza cerebral) dan lugar a la unidad oscilatoria intrinseca que modula
el procesamiento de informacién sensorial y cortical®>. A nivel global, el estado de
sincronizacién del sistema talamocortical se correlaciona con estados funcionales del
cerebro durante el ciclo suefio-vigilia®, y a nivel celular, estos estados funcionales se
corresponden con las dos formas de disparo de las neuronas TC: en rafagas y ténico. El
modo de disparo repetitivo en rafagas es estereotipado y se genera a potenciales
hiperpolarizados (~ -80mV), mientras que el disparo ténico de espigas se produce a
niveles despolarizados de potencial de membrana (~ -60mV). Previamente en nuestro
grupo se utilizaron técnicas electrofisiolégicas, farmacoldgicas y genéticas para aislar y
caracterizar las distintas conductancias activas a potenciales subumbrales (entre -84mV
a -55mV) que contribuyen al potencial de reposo en las neuronas talamocorticales (TC)"
: Th, corriente cationica activada por hiperpolarizacién; IKir, corriente rectificadora de
entrada de potasio; INaP, corriente persistente de sodio; IT, corriente de calcio de bajo
umbral; 1A, corriente de potasio inactivante; y las corrientes “leak” (o de fuga), INaleak
y IKleak, de sodio y de potasio, respectivamente. Con la informacién obtenida sobre las
propiedades biofisicas de estas siete conductancias, construimos un modelo realista
monocompartimental de las neuronas TC en NEURON?, el cual incluye también la
dindmica intracelular de calcio. Luego de comprobar que el modelo reproduce el
comportamiento biofisico (trayectoria y dependencia de voltaje) de todas las corrientes,
lo utilizamos para determinar cuéles son los cambios en los parametros de las
conductancias subumbral que permiten el disparo repetitivo en rafagas. Observamos que
un aumento en la disponibilidad de la corriente T (ya sea aumentando la conductancia
maxima o modificando la voltaje dependencia de las variables de activacion e

inactivacion) es determinante para inducir oscilaciones intrinsecas. Otras
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modificaciones permisivas de la periodicidad son: una disminucién de la conductancia
de los canales tipo A, un aumento de la conductancia de los canales NaP, y un aumento
de la conductancia de los canales Kir. Para determinar la contribucion relativa de las
distintas conductancias subumbrales de las neuronas TC en la generacion y
mantenimiento del disparo repetitivo en rafagas, examinamos el comportamiento de
cada una de ellas durante simulaciones del curso temporal de espigas de bajo umbral
(LTSs). De este analisis surge un modelo amplio del control del potencial de reposo y de
la generacion de oscilaciones intrinsecas en la banda delta de neuronas TC. Este modelo
incluye tres variables amplificadoras: mT e INaP amplifican la despolarizacion mientras
que el desbloqueo de IKir amplifica la hiperpolarizacion, y tres variables resonadoras:
hT y la activacién de IA recuperan el potencial de membrana de la despolarizacion,
mientras que la activacion de ITh recupera el potencial de membrana de la
hiperpolarizacién. Las oscilaciones intrinsecas de membrana en neuronas TC son
posibles si las magnitudes de las variables resonadoras son tales que permiten la
activacion regenerativa de las variables amplificadoras, al mismo tiempo que cumplen
su funcién recuperadora’.

La técnica de dynamic clamp permite la adicién o substraccion de
conductancias i6nicas en tiempo real en neuronas vivas (in vitro) para evaluar su
impacto sobre el comportamiento electrofisioldgico. Para poner a prueba algunas de las
predicciones surgidas del analisis computacional de las conductancias subumbral de
neuronas talamocorticales' implementamos esta técnica adaptando el software StdpC y
utilizando el sumador de voltaje descrito mas arriba (Fig. 1). En particular, confirmamos
el efecto ritmogénico que tiene aumentar la corriente Kir en neuronas TC reales durante

experimentos de patch clamp (ver Fig. 3). Los valores de gKir utilizados se encuentran
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en ¢l rango de valores requeridos durante simulaciones con el modelo
multicompartimental (10 a 35 nS, n = 6 células).

Haciendo ahora referencia a la figura 3, se observa la aplicacion simultdnea
de un protocolo de inyeccion de corriente y la adicion de conductancias mediante
dynamic clamp en una neurona talamocortical in vitro. En la figura 3A, se puede
apreciar el efecto de la introduccion de la conductancia rectificadora de potasio (IKir;
gKir = 30 nS) en una neurona TC registrada mediante patch clamp. Una vez se enciende
el dynamic clamp con las ecuaciones que describen la corriente Kir (indicado por la
flecha), la neurona inicia el disparo repetitivo de réfagas a una frecuencia aproximada de
0.5 Hz. B. Respuesta de la misma célula en A a la aplicacién de un protocolo de pulsos
de 8 segundos de duracion desde -120 pA en incrementos de 30 pA en ausencia de
dynamic clamp. Nétese la ausencia de actividad oscilatoria periédica a todos los niveles
de inyeccion de corriente. C. Repuesta de la misma neurona TC al protocolo descrito en
B durante la adicién de IKir (gKir = 30 nS) mediante dynamic clamp. La célula
responde con actividad oscilatoria exclusivamente a niveles de inyeccion de corriente
entre -30 y -60 pA.

De esta manera se puede declarar que se ha desarrollado un sumador de
voltaje en paralelo que permite el uso simultdneo de un amplificador Multiclamp 700B
y la implementacién de la técnica de dynamic clamp. Este tipo de desarrollo no se
encuentra disponible comercialmente y resulta invaluable para modificar, en tiempo
real, las propiedades cinéticas de un canal i6nico determinado y poder estudiar asi su

funcién en el comportamiento electrofisioldgico de una neurona.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la
presente invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un circuito electrénico para sumar voltajes utilizados en experimentos de
registro de la actividad eléctrica de neuronas con técnicas combinadas de patch clamp y
dynamic clamp, estando el circuito caracterizado porque comprende al menos un
sumador integrado por al menos dos amplificadores operacionales con retroalimentacién
negativa, en donde el primer amplificador realiza la suma de tensiones, en tanto que el
segundo amplificador invierte la polarizacion nuevamente; y comprende ademés una

fuente de alimentacion.

2. El circuito electrénico de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
porque dicha fuente de alimentacion es capaz de entregar una tensién continua,

alimentando los amplificadores, tomando tensién alterna de linea.

3. El circuito electrénico de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
porque dicho segundo amplificador realizar el cambio de polarizacién (sumador

inversor).

4. El circuito de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque
dichos amplificadores operacionales son seleccionados teniendo en cuenta la tensién y

corrientes utilizadas.
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5. El circuito electrénico de acuerdo con la reivindicacidn 4, caracterizado

porque dicha seleccion es realizada considerando la capacidad de respuesta necesaria.

6. El circuito electronico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque las sefiales que ingresan al circuito son sumadas y

entregadas al amplificador.

7. El circuito electronico de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado
porque para poner a prueba el circuito sumador, se ha empleado una célula modelo
Patch-1U (Axon Instruments, Molecular Devices), el cual es un circuito RC con valores

de conductancia C= 33 pF y resistencia R= 500 MQ.

8. El circuito electrénico de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado
porque dicha célula se conecta al sumador, el cual recibe sefiales tanto del amplificador

como del sistema de dynamic clamp.

9. El circuito electronico de acuerdo con las reivindicaciones 7 y 8,
caracterizado porque se aplicaron, en forma simulténea, protocolos de estimulacion y el

resultado computacional de dynamic clamp.
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RESUMEN

Un circuito electronico para sumar voltajes utilizados en experimentos de

registro de la actividad eléctrica de neuronas con técnicas combinadas de patch clamp y
dynamic clamp. Con el objetivo de manipular conductancias individuales en neuronas,

5  se ha desarrollado un sumador de voltaje en paralelo que permite el uso simultineo de
un amplificador para registrar la actividad eléctrica de la célula al mismo tiempo que
permite la implementacién de la técnica de dynamic clamp. Esta ultima permite
modificar, en tiempo real, las propiedades cinéticas de un canal i6nico determinado y
poder estudiar asi el efecto que tiene en el comportamiento electrofisiolégico de la

10 ncurona.
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