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Resumen— El sistema nervioso utiliza potenciales de accion para llevar acabo sus funciones, estos son generados mediante
la apertura y cierre de canales de iones en la membrana celular. Se realizé una busqueda mediante el motor de busqueda
PUBMED vy se encontraron 3 técnicas con las que se mide el potencial de accién, patch-clamp, dispositivos MEA y tintes
fluorescentes, se da una aplicacion de su funcionamiento, se comparan sus capacidades y las magnitudes a medir, junto con la
calidad resolucion de sus medidas tanto del potencial de accién en si, como de la resolucion temporal y espacial, cuando es
aplicable. Como resultado de este andlisis se tiene que el método patch-clamp permite medir mayor cantidad de
caracteristicas eléctricas de la célula, sin embargo solo puede medir 1 célula a la vez. Los dispositivos MEA permiten medir
multiples puntos en el espacio, sin embargo las sefiales a medir son varios ordenes de magnitud mas pequeiias. Y los tintes
fluorescentes permiten una mayor resolucion espacial, sin embargo estos tintes pueden afectar el funcionamiento de la
neurona y hasta ser neurotoxicos al largo plazo.
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INTRODUCCION

n las células del cuerpo humano se presentan impulsos eléctricos debido a procesos fisioldgicos llamados

potenciales de accion, en el caso particular del sistema nervioso estos impulsos son utilizados por las

neuronas para comunicarse entre si y llevar a cabo sus funciones, incluyendo el procesamiento de

informacion y transicion de informacion sensorial y motora. Por tanto la medicion de estos potenciales de
accion resulta impredecible tanto para avanzar en la comprension del funcionamiento de las neuronas y las estructuras
cerebrales, como para las posibles herramientas de diagnostico y tratamiento en la medicina.

Tal y como Hudkin y Huxley demostraron [1] los potenciales de accion son generados por la apertura de canales
ionicos de sodio y potasio en la membrana celular.

En un principio la célula se encuentra polarizada en el estado de reposo siendo la diferencia entre el exterior y el
interior -70 mV, en este estado los canales de sodio y potasio estan cerrados, si la célula se estimula tal que el voltaje de
membrana supera umbral de -55 mV se abren los canales de sodio y potasio, causando que entre sodio a la célula
mientras que el potasio escapa el interior de la célula, por lo que la célula se despolariza, la tension se incrementa hasta
hiperpolarizar la célula, llegando a +15 mV, en la cual los canales de sodio se cierran y la c€lula entra en un peridoo
refractario donde no responde a nuevos impulsos hasta que el flujo de potasio repolariza la célula al potencial de reposo
nuevamente.
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Fig. 1: Simulacion del potencial de accion de una célula, presentando las distintas fases de este. La escala vertical tiene un offset de -70 mV.
Figura obtenida de [1], pagina 526

La medicion del potencial de accidon contiene entonces un gran potencial para tratamientos que mejoren la calidad de
vida del paciente, desde restablecer la comunicacion entre el cerebro y la médula espinal [2], reemplazar funciones del
cerebro dafiadas como el habla [3] y establecer interfases entre nervios periféricos y protesis [4,5].

I MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de revisar la literatura se utilizé el motor de busqueda PUBMED, con el cual se tiene acceso a la base
de datos MEDLINE la cual cuenta con articulos de distintas revistas cientificas. Las palabras clave utilizadas fueron
action potential , MEA , patch-clamp 'y Voltage Imaging. Con el objetivo de que esta revision esté lo mas actualziada
posiblre se seleccionaron articulos desde 2010 hasta la presente fecha. 4 su vez se ahondd mas en profundidad en las
referencias de los articulos en caso de ser necesario para obtener mas informacion sobre el tema en cuestion.

De los articulos filtrados se seleccionaron aquellos que expliquen caracteristicas sobre la técnica correspondiente, o
demuestren sus aplicaciones en la literatura cientifica.

II. RESULTADOS

Los métodos a comparar son 3: el método patch-clamp, los dispositivos MEA (array de multiples electrodos), y los
métodos Opticos basados tintes fluorescentes.

A. Patch-Clamp

La técnica patch-clamp consiste en una pipa de vidrio del tamafio del orden de los micrometros, esta micropipa se
une a la pared celular mediante succidon para formar un sello que alcanza resistencias del orden del gigaohm, una vez
formado este es posible inyectar voltaje a la pared y medir la corriente resultante [6].

Esta técnica es altamente versatil, ya que permite interactuar fisicamente con la membrana celular para de esta
manera tener disponibles distintas configuraciones, las variaciones incluyen, inside-out, donde la se remueve de manera
rapida la micropipeta de la célula para separar un fragmento de la membrana celular, esto expone el medio intracelular
al extracelular; whole-cell, en el cual mediante succion se rompe un fragmento de la membrana permitiendo que la
micropipeta esté en contacto con el medio intracelular; y la configuracion outside-out, en la cual una vez se tiene acceso
al medio intracelular se remueve de manera lenta la micropipeta para que una parte de la membrana se separe de la
célula y se adhiera a la micropipeta, esto seria equivalente a una célula en la cual el medio intracelular es la soluciéon
dentro de la micropipeta, con lo cual se puede estudiar el comportamiento de la membrana al variar esta solucion

Esta técnica presenta multiples ventajas, la ya mencionada versatilidad, la posibilidad de poder medir canales i6nicos
individuales y buena calidad de las mediciones [6].

Sin embargo tiene 2 inconvenientes principales: la incapacidad de medir multiples puntos al mismo tiempo de
manera sencilla y una mayor necesidad de personal capacitado y tiempo para realizar esta técnica.

La aplicacion que mas diferencia este método de los otros 2 es la ya mencionada capacidad de medir canales i6nicos
individuales, con esto es posible estudiar como distintas sustancias afectan a estos canales, por ejemplo medicaciones
como antidepresivos, antipsicoticos, antiarritmicos, anestésicos locales, entre otros [7].

B. Dispositivos MEA.

Por otra parte se dispone de los dispositivo MEA, los cuales consisten en multiples electrodos con los cuales se
miden los potenciales de accion, estos dispositivos permiten la facil medicion de potenciales de accion en multiples
puntos del tejido, tanto in vivo como in vitro [8].

En la figura 2 se muestra un diagrama esquematico del hardware interno de uno de estos dispositivos, consistiendo
este principalmente en un circuito digital capaz de digitalizar la sefial analogica de los distintos canales de los electrodos
y transmitir estos datos.

Estos dispositivos se subdividen en 2 clasificaciones, los MEA clésicos, con menos de 100 electrodos [8] por mm? y
los HD-MEA que incluyen transistores CMOS con lo cual se logra incrementar la densidad de electrodos [9] hasta mas
de 3000 por mm?, utilizando estos dispositivos se ha logrado medir tanto la actividad de poblaciones de neuronas en el
cerebro [8,10,11] como la transmision de un potencial de accion a través de un axén [13] periférico, hasta la actividad
eléctrica subcelular [9], sin embargo, estos dispositivos presentan multiples desventajas, la primera es que el voltaje
medido es extracelular, el cual es alrededor de 3 ordenes de magnitud menos que en la técnica de patch-clamp, ademas
se requiere cirugia invasiva para instalar los electrodos, y estos pueden causar una respuesta inmune deteriorando el
funcionamiento de los electrodos [12], otro factor a considerar es la potencia disipada por el dispositivo, esta debe ser lo
suficientemente pequeiia como para que la temperatura del tejido sea tanto compatible con la vida de la neuronas como
su correcto funcionamiento, para esto es recomendable que la potencia disipada sea menor a 100mW, para un
dispositivo de dimensiones 3.85 x 2.10 mm? que disipa 75 mW se produce una diferencia de temperatura de 0.2 °C en el
tejido circundante [14]. Otra precaucion a tener en cuenta es que se debe de evitar que los iones de cobre y aluminio se
disuelvan en el medio extracelular para evitar su toxicidad[15].



Un ejemplo de estos dispositivos es analizado en el articulo [9], las caracteristicas a resaltar incluyen la
disponibilidad de 1024 canales de lectura, que pueden seleccionar cualquiera de los 26400 electrodos disponibles y
muestrear digitalmente a 20 kHz.

El ruido introducido por el dispositivo es de 2.4 uVms entre las frecuencias 300Hz y 10kHz, entre las cuales encuntra
la mayoria de la potencia de un potencial de accion, un ejemplo de la distribucion de la potencia de este ruido se
encuentra en [14], esta distribucion corresponde aproximadamente con 1/f, este tipo de ruido es llamado ruido flicker y
es causado por de las impurezas en el silicio de los transistores, y la funcionalidad de la estimulacion eléctrica del tejido,
lo cual no es necesario para medir la actividad normal del cerebro pero puede ser de utilidad en ciertas aplicaciones
cientificas y medicas.
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Fig. 2: Descripcion del funcionamiento de hardware de un HD-MEA basado en transistores CMOS, imagen obtenida del articulo [16].

C. Tintes fluorescente.

Los métodos opticos implican la utilizacion de sustancias que cambian su fluorescencia en respuesta a cambios al
voltaje u otros fendmenos causados por el potencial de accion, como el cambio de concentracion de iones de calcio[18].

Estas sustancias pueden ser introducidas de manera exogena o es posible modificar genéticamente las neuronas de un
embrion para que produzcan proteinas que cumplan esta funcion [17,18].

El setup de medicion utilizando este método consiste en introducir el tinte fluorescente en el espacio entre neuronas,
iluminar con un laser de potencia de alrededor de 400 mW [19], la magnitud a medir corresponde al cambio relativo en

AF

la fluorescencia ? causado por el potencial de accion. Luego la fluorescencia debe de ser medida y guardada ,

para esto se requiere otro instrumento para realizar la conversion entre la sefiales Optica a eléctrica, hasta el afio 2000 se
utilizaban arreglos de fotodiodos para realizar esta conversion [20], pero actualmente se utilizan camaras, las
caracteristicas mas importantes de estas son la resolucion de la camara, la profundidad de memoria de cada pixel,el
ruido de lectura y la tasa de muestreo [19].

Esta técnica a logrado medir con alta resolucion espacial el potencial de accidon de neuronas en el cerebro [18] y de
neuronas individuales hasta el nivel de sus dendritas [19].
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Fig. 3: Imagen de neurona expuesta tintes fluorescentes y extrapolacion del potencial de accion a distintos puntos. Obtenido de [19]

Sin embargo el método de tintes presenta ciertos inconvenientes, como la produccion de especies de oxigeno
reactivas que son toxicas para las neuronas a largo plazo y degradan quimicamente los tintes[17] .La luz del proceso
puede dafar a las neuronas de igual manera[17,19]. Los tintes pueden ser difundidos destruyendo las sensibilidad [17].
Los efectos que pueda tener el tinte sobre la conduccion y generacion de potenciales de accion, por ejemplo ciertos
tintes incrementan la capacitancia de la membrana, lo cual reduce la amplitud del potencial de accion [17,19].

Estas desventajas varian dependiendo del método utilizado, por ejemplo las sustancias que dependen de los iones de
calcio tienen mayor sensibilidad, menor ruido y menor toxicidad, sin embargo sufren de menor resolucioén temporal,
dificultad para medir voltajes menores al umbral del potencial de accion y saturan si la frecuencia de los potenciales de
accion se vuelve lo suficientemente alta [17].

I.  DISCUSION

Cada método presentado tiene ventajas y desventajas con respecto a los otros, para empezar el método de patch-
clamp permite medir voltajes extracelulares e intracelulares, ademas de ser el tinico método capaz de medir corriente y
poder medir las caracteristicas de un canal idnico particular, sin embargo no permite medir multiples puntos al mismo
tiempo.

Los dispositivos MEA sacrifican la flexibilidad de patch-clamp a cambio de la posibilidad de medir multiples puntos
de manera simultanea.

Los métodos fluorescentes permiten una mayor precision espacial que los HD-MEA, llegando hasta el nivel de
dendrita [19], pero con la desventaja de carecer de estimulacion eléctrica integrada en los otros métodos, ademas de los
efectos de los tintes sobre la célula y la degradacion quimica de estos tintes que limita la aplicacion a largo plazo [17].
La eleccion de que método utilizar depende de la aplicacion y las limitaciones particulares que se presenten, por
ejemplo en el caso de una protesis el método fluorescente puede ser suboptimo debido a la duracion limitada de la
aplicacion de este método y se presenta el problema adicional de que la sefial eléctrica del potencial de accion es
transformada en una sefial luminica la cual debe de ser convertida nuevamente en una sefial eléctrica para accionar los
mecanismos de la protesis. En la literatura presentada en la introduccion sobre protesis se puede observar como la
interfaz entre nervio y maquina esta basada en electrodos [2,3,4,5]. Igualmente es posible convinar multiples metodos
que compensen las desventajas del otro, por ejemplo en el articulo [19] se utilizan tanto la técnica patch-clamp como los
tintes fluorescentes.

II.  CONCLUSIONES

A lo largo de esta monografia se analizaron diversos métodos para la medicion de potenciales de accién, comparando
sus principios de funcionamiento, los cuales resultan en ventajas y desventajas de cada método comparado con los
otros, tanto en capacidades de medicion como calidad de las mediciones, por lo que cada método es preferible en ciertas
aplicaciones mas que en otras.

Un siguiente paso como continuacion a esta monografia seria realizar una comparacion de los métodos aplicados en
distintas areas y para multiples propositos, por ejemplo, en protesis y dispositivos de diagnostico.
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