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RESUMEN

Las células excitables han sido estudiadas desde un punto de vista eléctrico durante
décadas. Actualmente continlan estudiandose intensamente pero ya no soélo por
biofisicos y electrofisidlogos; sino también por farmacologos, neurocientificos,

ingenieros biomédicos, bioquimicos, bi6logos moleculares, entre otros.

Loa avances mas importantes en el estudio de las células excitables ha estado
intimamente relacionado con el desarrollo de nuevas metodologias que van desde la
instrumentacion y adquisicion de sefiales eléctricas hasta el desarrollo de modelos
biolégicos apropiados. El trabajo de tesis que se presenta se ubica en este contexto;
es decir, mejorar las técnicas tradicionales de adquisicion de las sefales eléctricas de
las células excitables empleando para ello los avances que la nanotecnologia nos
brinda. Asimismo, mejorar la calidad de las imagenes que es posible obtener con la
microscopia de fuerza atomica. Consideramos que los resultados aqui reportados
servirdn para mejorar la calidad de las mediciones eléctricas de las células y obtener
algo que hasta la fecha no habia sido posible: la medicion simultanea de los

potenciales de accién y las corrientes idnicas transmembranales que les dan origen.
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ABSTRACT

Excitable cells have been studied for decades from an electrical point of view.
Currently, they are still studied intensively not only by biophysicists and
electrophysiologists; but also by pharmacologists, neuroscientists, biomedical

engineers, biochemicals, molecular biologists, among others.

The most important advances in the study of excitable cells have been intimately
related to the development of new methodologies ranging from the instrumentation and
acquisition of electrical signals to the development of appropriate biological models.
The thesis work here presented is located in this context; that is to say, to improve the
traditional techniques of acquisition of the electrical signals of the excitable cells using
the advances offered by nanotechnology. Additionally, we aim to improve the quality of
the images obtained through atomic force microscopy. We believe that the results
reported here will serve to improve the quality of the electrical measurements of the
cells and to achieve a goal that has remained elusive: the simultaneous measurement

of the action potentials and the underlying transmembrane ion currents.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha hecho evidente que los cultivos de células son excelentes
modelos para estudiar el sistema nervioso, debido a que las células son capaces de
diferenciarse morfolégicamente y asemejarse a las células del tejido original. Los
cultivos de células del sistema nervioso proveen de informacidn esencial para entender
diversos procesos que se llevan a cabo en el sistema nervioso. La necesidad de
nuevas herramientas para su estudio ha llevado a inspeccionar campos de las ciencias
modernas como la nanotecnologia y la nanomedicina, que han ayudado a entender y

dilucidar los procesos biolégicos partiendo de un punto de vista molecular y moderno.

Las células excitables

Las células excitables son aquellas capaces de generar, ante estimulos apropiados,
cambios bruscos en su potencial de membrana denominados potenciales de accion.
Algunos ejemplos de tales células son las musculares como las cardiacas,
esqueléticas y lisas, en las que la actividad eléctrica induce y modula la intensidad de
la fuerza contrctil, lo que implica que sin la actividad eléctrica no seria posible la
contraccion [1]. Otro tipo importante de células excitables son las del tejido nervioso.
Por ejemplo, las neuronas Unicamente pueden desempefiar su papel fisiolégico
generando actividad eléctrica en forma de potenciales de accion y de potenciales
postsinapticos. Asimismo, la capacidad del sistema nervioso para recabar informacion
del medio interno y externo del organismo, procesar la informacion y dar respuestas
apropiadas a un medio interno y externo cambiantes solo es posible por la actividad

eléctrica de las neuronas [1, 2]. Ademas, se tienen células del tejido glandular en donde
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la inducciodn e intensidad de la liberacion de hormonas solo es posible por la actividad
eléctrica. Un ejemplo tipico lo constituyen las células beta del pancreas que, en
respuesta a un estimulo hiperglucémico, se despolarizan generando potenciales de
accion indispensables para la exocitosis de insulina. Basten estos ejemplos para
destacar por qué las células excitables han sido estudiadas desde un punto de vista
eléctrico durante décadas. Actualmente, las células excitables continian estudiandose
intensamente; no soélo por biofisicos y electrofisidlogos, sino también por farmacologos,
neurocientificos, ingenieros biomédicos, bioquimicos, bidlogos moleculares, entre

otros. [3-5].

Neuronas

Santiago Ramon y Cajal propusieron que el cerebro estaba constituido por unidades,
a las cuales se les conoce como neuronas. Se estima que el cuerpo humano cuenta
con cerca de cien mil millones de neuronas; y que a su vez cada una de ellas esta
conectada con 10 mil. La neurona es una célula largada, especializada en conducir
impulsos nerviosos y es considerada la célula fundamental y basica del sistema

nervioso [2, 3.

En las neuronas se pueden distinguir tres partes fundamentales: el soma, el axén y las
dendritas. EI soma o cuerpo celular, corresponde a la parte mas voluminosa de la
neurona. En él se puede observar una estructura esférica llamada nucleo, que contiene
la informacion que dirige la actividad de la neurona. Ademas, en el soma se encuentra
el citoplasma, en el que se ubican otras estructuras que son importantes para el

funcionamiento de la neurona. Por su parte, las dendritas, son prolongaciones que se
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originan del soma neural, tienen como funcién recibir impulsos de otras neuronas y
enviarlas hasta el soma de la neurona. Finalmente, el axén es una prolongacién Unica
qgue, en algunas ocasiones, puede medir hasta un metro de longitud. Su funcion es
sacar el impulso desde el soma neuronal y conducirlo hasta otro lugar del sistema [1-

3.

Las neuronas se reconocen como los elementos celulares responsables del
procesamiento de informacién del sistema nervioso gracias a la excitabilidad eléctrica,
una de sus propiedades fundamentales que constituye el substrato biofisico de la
codificacion de informacion neuronal. Las neuronas transfieren la informacién entre
ellas a través de sinapsis, principalmente mediante la liberacion desde la terminal
presinaptica de neurotransmisores quimicos que provocan la activacion de receptores
especificos en la membrana postsinaptica. Es esta la principal forma de comunicacion

en el sistema nervioso [3, 6].

Transmision de sefiales eléctricas por células nerviosas

Las células nerviosas, 0 neuronas, reciben, conducen y transmiten sefiales eléctricas
y quimicas. El significado de las sefales varia de acuerdo con el papel que desempefia
la célula en cuestidén en el funcionamiento del sistema nervioso en conjunto, pero a
pesar del variado significado de las sefiales, su forma en todos los casos es la misma:
consiste en cambios del potencial eléctrico a través de la membrana plasmatica de la
neurona. La comunicacion depende de que una alteracion eléctrica producida en una
parte de la célula se extienda hacia otras partes. Sin una amplificacion activa, la sefial

eléctrica se atenla al aumentar la distancia respecto a la fuente. En distancias cortas,
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la atenuacion pasiva de la sefial producida en un gran numero de neuronas es
imperceptible, pero para la comunicacion a largas distancias, esta atenuacion pasiva
es importante impidiendo se logre el objetivo. Por ello, algunas neuronas han
desarrollado un mecanismo activo de sefializacion que representa uno de sus rasgos
mas notables y caracteristicos, el potencial de acciéon o también llamado impulso
nervioso, que es la actividad eléctrica que se propaga a lo largo de la membrana

plasmética, como respuesta a un estimulo eléctrico [1, 6].

Impulso nervioso

Una serie de experimentos llevados a cabo entre 1934 y 1952 por Hodgkin y Huxley
aclararon muchos de los aspectos de la transmision de informacion y propagacion del
potencial de accidn en neuronas [7-9]. La existencia de gradientes electroquimicos de
los iones a ambos lados de las membranas celulares constituye la base para la
propagacion del potencial de accion. Los gradientes de iones Na*y K* surgen y se
mantienen por la accion de la ATPasa de Na*-K*; ademas, la permeabilidad selectiva
a los iones de K* y en menor grado a otros iones como el Na* conducen a que el
potencial de membrana sea negativo en el espacio intracelular con respecto al medio
extracelular. Asi, el potencial de reposo de las neuronas de los mamiferos es de unos

70 mV [2, 6].

Las neuronas son células eléctricamente excitables, puesto que su membrana
plasmatica posee canales especificos para los iones Na*, K* o Ca?* sensibles a los
cambios en el voltaje y a ligandos [1, 2]. Estos iones transportan carga eléctrica a

través de la membrana plasmatica de las neuronas. La aperturay cierre de los canales
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permite el movimiento de estos iones a través de la membrana plasmatica, con el
resultado de la variacion en la distribucion de carga y, por tanto, en el potencial de
dicha membrana. Asi, por ejemplo, se puede decir que existe una despolarizacion
cuando los cationes fluyen al interior del axén y aumenta el nUmero de cargas positivas
en el interior de la célula, haciendo su potencial menos negativo, mientras que cuando
los cationes salen al medio extracelular, hacen mas negativo el potencial de la
membrana, el proceso se denomina hiperpolarizacion. Durante el proceso de envié de
sefales, los cambios de potencial de membrana (potenciales de accion, potenciales
sinapticos y potenciales de receptor) estan causados por modificaciones sustanciales

de la permeabilidad relativa de la membrana para los iones de Na*, K*, Ca*?2y CI- [2].

Un potencial de accion se produce cuando una sefial eléctrica, en forma de flujo de
iones, atraviesa la membrana plasmatica de una neurona y produce una
despolarizacion desde el potencial de reposo de -70 mV a un potencial de
aproximadamente -50 mV. El valor del potencial de membrana requerido para que se
genere un potencial de accion se denomina potencial umbral [1, 2, 6]. El potencial de
accion es un proceso regenerativo que obedece a la ley del todo o nada. Posee una
amplitud fija, donde el estimulo simplemente inicia una cadena de sucesos. Los
incrementos posteriores en la magnitud o en la duracibn del potencial que
desencadena la despolarizacion no poseen efecto alguno en la magnitud o en la
duracion del potencial que se esta propagando, aungue si en la frecuencia de disparo

de potenciales de accion. Asi, este mecanismo de conduccion del impulso nervioso
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permite la transmision de sefales a larga distancia sin necesidad de mecanismos de

amplificacion [1, 2, 6].

Métodos de monitoreo de actividad eléctrica en células

El potencial de accién de una célula nerviosa puede ser registrado usando
microelectrodos intracelulares y extracelulares. Ademas, una manera para visualizarlo
es usando colorantes potenciométricos [6,10]. Se puede generar un potencial de
accion, aplicando un estimulo eléctrico a la célula. Esto se puede hacer usando ambas
técnicas: intracelulares y extracelulares [10, 11]. El efecto de una droga en el sistema
nervioso puede alterar la frecuencia y forma en que son producidas las sefales
eléctricas en las células. Estas sefiales pueden ser monitoreadas y por medio de los

datos obtenidos, se puede determinar el efecto de la droga sobre el sistema nervioso.

De manera breve y general, en el siguiente apartado se describen algunas de las

técnicas utilizadas para el registro de la actividad eléctrica en células.

Electrodos intracelulares.

El surgimiento de los electrodos intracelulares o microelectrodos ha revolucionado el
estudio de la funcién y estructura de los canales i6nicos en la membrana plasmatica,
usualmente son de tubo de vidrio pulido, formando puntas de diAmetros menores a un
micron. Estos tubos son llenados con soluciones conductivas, por ejemplo, de una
solucion de sales, como el cloruro de potasio. La punta de estos electrodos es
insertada en la membrana plasmatica. Estos microelectrodos se colocan sobre la

superficie de las membranas celulares y mediante succion se generan sellos de alta
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resistencia eléctrica ("gigasellos") que permiten medir la corriente de un solo canal
i6nico; o bien, mediante una succion vigorosa que rompa la membrana celular, es
posible medir la corriente total de la membrana celular. A esta técnica se le conoce de
“fijacion del voltaje”; existen diferentes técnicas de fijacion del voltaje, en este trabajo
de tesis empleamos la técnica de "Patch-clamp"” en la variedad de célula completa que
permite medir la corriente idnica que se produce en toda la membrana celular. Una vez
medidas las corrientes i6nicas con la técnica de fijacion del voltaje, es posible cambiar
la configuracion del amplificador de Patch-clamp a la de “fijjacion de corriente”
permitiendo ahora medir los potenciales de accion. En resumen, con la técnica de
Patch-clamp que emplea microelectrodos, es posible medir las corrientes idnicas en
fijacion del voltaje y los potenciales de accion en fijacion de corriente en la misma

célula [11-13].

Neurotoxinas.

Otra técnica en el estudio de las diferentes poblaciones de canales iénicos, es el
empleo de neurotoxinas, las cuales han desempefiado un papel fundamental debido a
su caracteristica de ser altamente selectivas; esto es, bloquean de manera selectiva 'y
especifica algunas poblaciones de canales iGnicos permitiendo estudiar con detalle al
resto de canales ionicos insensible a la neurotoxina. ejemplos de estas incluyen las
ficotoxinas: anatoxinas, tetrodoxina (TTX), saxitoxina (STX), brevetoxina (PbTX) y
ciguatoxina (CTX); toxinas de anfibios: batracotoxina; toxinas de coral: palitoxina;
toxina de molusco: onchidal. EI mecanismo de accion de algunas de estas

neurotoxinas es por interaccion con canales dependientes de voltaje [14, 15].
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Microelectrodos

En afos recientes ha sido posible monitorear la actividad de poblaciones neuronales
en condiciones fisioldgicas (in vitro) con técnicas electrofisioldgicas, mediante el uso
de microelectrodos integrados en el substrato de crecimiento de cultivos celulares,
haciendo posible la estimulacion eléctrica al tejido o cultivo neuronal. Esto expande el
intervalo de aplicaciones y ensayos, permitiendo la evaluacion de diversos puntos de
interés (toxicidad de farmacos, estimulacion, redes neuronales, entre otros). Ademas,
las técnicas electrofisiolégicas recientes nos permiten elegir entre diferentes disefos,

a diversas escalas y materiales [16-20].

Como ya se menciong, dos técnicas experimentales en el campo de la electrofisiologia
y biofisica han sido fundamentales para conocer las bases i6nicas de la actividad
eléctrica de las células excitables: 1) la técnica de fijacién de corriente y 2) la técnica

de fijacion del voltaje. A continuacion, se describen brevemente ambas técnicas.

Técnica de fijacién de corriente

Las células excitables a registrar se mantienen sumergidas en solucion fisiolégica
(bafio). Para mantener a un potencial de cero el bafio se conecta la solucion a tierra
mediante un electrodo de plata clorurado. Posteriormente, con el empleo de un
micromanipulador se acerca el microelectrodo a la célula seleccionada, hasta que se
hace contacto con la membrana celular, y este a su vez esta conectado al amplificador.
Se realiza una primera succién al microelectrodo para que se adhiera firmemente la
punta a la superficie de la membrana celular formando el "gigasello", posteriormente

se aplica una segunda succién al microelectrodo lo suficientemente fuerte para romper
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la membrana celular y de esta manera tener acceso eléctrico al interior celular;
ademas, la solucién denominada intracelular que contiene la micropipeta difunde al
interior celular. por lo anterior, con esta técnica también se controla el medio iGnico
intracelular como extracelular. Bajo estas condiciones, en la configuracion de fijacion
de corriente, es posible medir su potencial de reposo y aplicar pulsos de corriente
rectangulares para despolarizar la membrana celular e inducir potenciales de accion.
Con esta técnica es posible estudiar el comportamiento eléctrico de las células
excitables bajo diferentes condiciones experimentales, asi como el efecto de diferentes
agentes enddgenos o exdgenos (farmacos) en la actividad eléctrica de las células. Con
esta técnica inyectamos corriente a la célula y como resultado se miden los cambios
en el potencial de membrana inducidos por el estimulo de corriente [11, 21, 22].
Aungue es una técnica muy importante en electrofisiologia, tiene la limitante de que no
podemos observar simultaneamente las corrientes ionicas transmembranales que

generan los potenciales de accion.

Técnica de fijacion del voltaje

Esta técnica fue disefiada para analizar las corrientes iénicas transmembranales, lo
que no es posible con la técnica de fijacion de corriente. Consiste en aplicar pulsos
rectangulares de voltaje de diferente magnitud y duracion a la célula modificando de
esta manera el potencial transmembranal, lo que nos permite observar como se
generan las corrientes idnicas por la apertura de los canales voltaje dependientes. De
esta manera, al cambiar el voltaje de la membrana observamos como se inducen las

diferentes corrientes idnicas (Na*, K*, Ca**, entre otros.) con lo cual obtenemos la
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dependencia del voltaje de las corrientes idnicas, asi como su evolucion en el tiempo.
Al igual que en la técnica de fijacion de corriente, la célula a estudiar se sumerge en la
solucion del bafio conectada a tierra y mediante una micropipeta se aplican los pulsos
de fijacion del voltaje y se miden las corrientes idnicas inducidas por la apertura de los
canales voltaje dependientes. En la practica, se aplican las técnicas de fijacion de

corriente y del voltaje a la misma célula y con el mismo electrodo [11-13, 21, 22].

La variedad de métodos existentes para el estudio de la actividad eléctrica en células
del sistema nervioso nos permite elegir la técnica mas adecuada segun sea nuestro
propoésito. En muchos casos la combinacion de estas herramientas es usada para
proveer mayores detalles. En la busqueda de resultados, se han explorado diversas
técnicas, tal es el caso del microscopio de fuerza atomica (AFM), que es una
herramienta que en las Ultimas décadas ha ido ganando terreno en el campo de la
biologia, ésta ha tenido un rapido desarrollo en la aplicacion de medicién de fuerzas
de interacciones especificas en diversas células, ademas no existe tanta restriccion
sobre el tamafio del espécimen a estudiar, las muestras biolégicas van desde las
dimensiones que comprenden moléculas individuales hasta células o tejidos. Las
imagenes generadas pueden ser analizadas en su estado nativo es decir que podemos
visualizar células vivas mantenidas con medio de cultivo adecuado, a temperatura
controlada y en condiciones especificas de crecimiento, a continuacion, se describe

de manera general la incorporacién del AFM en estos estudios.
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Microscopia de fuerza atomica en biologia

La microscopia de fuerza atémica, ha sido muy utilizada para estudios de analisis de
superficies, en ciencias fisicas. El microscopio de fuerza atémica (AFM) fue inventado
en 1986 por Binnig, Quate y Gerber [23], y permite la visualizacion de material a nivel
molecular y atomico, en tiempo real y en diferentes medios (medio acuoso, medio
fisiol6gico, atmdsfera de gases, vacio). Estudios recientes muestran un gran potencial
para ser usado en el campo de la biologia molecular y medicina (nanomedicina) [24-
26]. El emplear esta microscopia nos proporciona grandes ventajas: la adquisicion de
imagenes a alta resolucién e incluso a nivel molecular, asi como la posibilidad de
trabajar en medios acuosos, como seria el medio de cultivo de las células, lo que nos
permite mantener intacto el material bioldgico empleado. Es importante resaltar que el
AFM también nos ofrece las herramientas para obtener informacion sobre diferentes
fuerzas de interacciones moleculares y celulares (fuerzas de adhesion, fuerzas de

atraccion) [27-28].

La informacion que registra el AFM de la superficie de una muestra se obtiene por el
movimiento de una punta muy delgada sobre la muestra, esta punta también se le
conoce como sonda. Esta se coloca sobre un pequefio brazo de palanca, la cual se
mueve en respuesta a las fuerzas de interaccién atobmica que se dan entre la superficie
y la punta. La resolucion del AFM depende del radio de curvatura de la punta o sonda
que se emplee y en términos de pixeles también dependera del tamafio del area

analizada, ya que se pueden tomar desde 256 x 256, 512 x 512 y 1024 x 1024 pixeles,
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o combinaciones de estos, independiente del tamafio a visualizar, este parametro

depende del modelo y marca del equipo empleado [29, 30].

Los conjuntos de puntos tomados por el AFM se pueden representar como una imagen
en tres dimensiones, en donde las alturas relativas entre punto y punto se diferencian
por tonalidades. Las partes mas claras representan zonas de mayor altura, respecto
al valor determinado como medio, y las areas mas oscuras corresponden a las de
menor altura en la superficie. Esto permite identificar la altura de los objetos de la
superficie y detectar rugosidades, asi como analizar las muestras a nivel atdbmico [31,

32].

Existen diferentes tipos de imagenes que se pueden obtener con el AFM, dependiendo
de la interaccion de la punta con la muestra, siendo las tres principales: el modo de
contacto (Contac Mode), modo oscilante o intermitente (Tapping Mode) y modo de no-

contacto (non-contact mode).

Microscopia de fuerza electrostatica

La microscopia de fuerza electrostatica (EFM, Electrostatic Force Microscopy) es otra
de las técnicas de las microscopias de sonda de barrido (SPM, Scanning Probe
Microscopy). Es utilizada para detectar y medir potencial eléctrico superficial en
muestras de materiales, la medicion de potencial permite dar un perfil de la distribucion
superficial de los dominios de carga electrostatica, a través de imagenes de alta

resolucién (Figura 1).
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Figura 1. Modo de exploracién en la microscopia de fuerza electrostéatica. La
punta de EFM explora la muestra y registra la distribucion de cargas
electrostaticas, lo cual permite obtener una imagen de diferencia de potencial
[URL 2].

Esta microscopia, emplea una sonda para escanear la superficie de la muestra, la
interaccion entre la superficie y la punta se da en modo de no-contacto, permitiendo
que exista una distancia de separacién entre ambas, misma que no permanece
constante, ya que esta dependerd de la magnitud de la fuerza resultante de las
variaciones de carga acumulada, manteniéndose constante la flexibn de la
micropalanca; la imagen obtenida con esta técnica nos muestra las variaciones en la
distribucién de carga, dada por las diferencias de potencial entre la punta y la superficie

de la muestra [30-33].

Inicialmente, esta técnica fue utilizada solo para medir carga superficial local, pero se
ha vuelto una herramienta cotidiana en pruebas de calidad de microcircuitos
electrénicos (microchips), para verificar su eficiencia [32, 33]. En el presente trabajo se
pretendi6 emplear EFM en el estudio de las células nerviosas para observar la

diferencia de cargas al aplicar un estimulo eléctrico.
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ANTECEDENTES

Empleo del AFM en el estudio del sistema nervioso

A nivel internacional existen trabajos donde se ha empleado AFM para abordar el
estudio de diversos aspectos relacionados con las células del sistema nervioso [34-
44]. En marzo del 2004, Mc Nally empleo AFM para la visualizacién de neuronas vivas
y fijadas [45], en ese mismo afio Shenai M.B. y colaboradores propusieron el uso de
una nueva plataforma formada por la conjuncion de AFM y un microelectrodo,
mediante el cual se podra medir en tiempo real alteraciones morfologicas a nivel
nanomeétrico en células del neuroblastoma, cuando son estimuladas eléctricamente
[46]. En otros estudios, Patolsky y colaboradores (agosto, 2006) publicaron en Science
las propiedades eléctricas de estructuras hibridas, a partir de un arreglo de
nanotransistores integrados con axones y dendritas de neuronas de mamiferos [47].
Asi mismo, Peter Framherz, del Instituto de Max Planck analiz6 los procesos llevados
a cabo en la interfase neuroelectrénica (semiconductor - células del sistema nervioso)

[48].

Medicion simultanea del potencial de accidn y las corrientes idnicas que le dan
origen.

En 1984, Fischmeister y colaboradores desarrollaron una de las primeras técnicas
experimentales para realizar este tipo de registros permitié observar el potencial de
accion de una célula excitable con actividad eléctrica espontanea junto con la corriente

i0nica generada por un canal idnico (inespecifico) [49]. Este disefio experimental no
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permitié6 medir la corriente i6nica de una célula completa pues esta se producia por un

solo canal.

Doerry colaboradores en 1989, desarrollan la técnica: “fijacién del potencial de accion”
[50] y mas tarde en 2012 Chen-lzu y su grupo de trabajo daria a conocer la “fijacion
del potencial de accion dindmica”, con esto se pudo registrar tanto la corriente idnica
de célula completa como el potencial de accion especifico [51]. La problemética con
estas técnicas es que no son simultdneas y son medidas de forma indirecta y para la
adquisicién de las corrientes se emplean bloqueadores de canales i6nicos. La técnica
consiste primero en medir el potencial de accion a la célula en fijacion de corriente, y
posteriormente, aplicar la sefial del potencial de accion como un pulso de estimulacién
en fijacion del voltaje para la medicion de las corrientes i6nicas. Como se puede
observar, es una técnica indirecta y no mide las corrientes i6nicas asociadas al
potencial de accion de manera directa, sino inferida; ademas, supone el
comportamiento éhmico de los canales iénicos, sabemos que este no es el caso, ya

gue los canales también son afectados por ligandos.

Dietrich y colaboradores en 2002, proponen una técnica llamada "sistema de fijacion
de voltaje hibrido", donde con un amplificador de caracteristicas especiales se
conmuta entre fijacion de corriente y fijacién de voltaje para medir el potencial de
accion y la corriente idnica subyacente de manera casi-simultanea [52]. El
inconveniente de esta técnica es que se interrumpe el avance normal del potencial de

accion para medir la corriente ionica.
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JUSTIFICACION

Los electrodos de registro extracelular in vitro han sido desarrollados desde hace 30
afios para observar los procesos electrofisioldgicos en células excitables de manera
individual y en red, con la finalidad de entender la relacion que existe entre su
comportamiento eléctrico y la funcion celular, asi como sus posibles aplicaciones en

otros campos como la farmacologia [53-57].

En los ultimos afos se han realizado esfuerzos para la obtencién de cultivos celulares
de células excitables sobre substratos que contienen pistas metélicas (biochips,
microelectrodos) para el registro extracelular de las sefiales eléctricas. Entre los
metales mas empleados destaca las superficies de Au(11l) en forma pura o
modificada y nanoestructurada a nivel molecular [58, 60]. Entre las razones por las que
el uso del substrato de Au(111) es cada vez mas generalizado estan que este es un
metal noble que no reacciona facilmente con sales y moléculas presentes en
soluciones fisiol6gicas, que aparentemente no afecta el crecimiento de células
(biocompatible) y, como se ve en la literatura reciente, es un material que puede ser
utilizado en estudios con microscopia de fuerza atomica (AFM) para caracterizacion
de propiedades morfolégicas de material celular y substratos planos a nivel molecular

y nanomeétrico [31, 60-67].

Bajo las condiciones de registro en un cultivo celular, el Au(111) ha mostrado ser un
excelente conductor eléctrico, que no afecta a las células cultivadas. Sin embargo, los
estudios realizados para descartar efectos nocivos del Au(11l) sobre las células

cultivadas ha sido basicamente de tipo morfologico [64-67]. En la parte
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electrofisiolégica, en la mayoria de los casos, solo se hace mencion que los electrodos
de Au(111) fueron apropiados para el registro eléctrico [62, 63]. Por lo anterior, es
indispensable realizar un estudio mas detallado sobre el posible efecto del Au(111)

sobre las propiedades eléctricas de las células excitables.

Las técnicas de fijacion del voltaje y la de fijacion de corriente han sido fundamentales
para la caracterizacion electrofisiolégica de las células [12, 13, 21]. Sin embargo, aun
existen algunas limitaciones importantes con estas técnicas y su posible solucion, ha
sido tema de investigacion por décadas. Por ejemplo, con la técnica de fijacién de
corriente existe un problema cuando registramos células que producen corrientes
grandes de membrana (Im), existe un error en la medicién del potencial de membrana
(Vm) debido a la caida de voltaje producida por la Im y la resistencia en serie originada
en la solucion fisiologica donde se encuentran inmersas las células a registrar. Otra
limitacién importante es la imposibilidad de medir los potenciales de accion de las
células excitables y simultaneamente medir las Im que les dan origen, con una buena

relacion sefal a ruido [11, 12].

Este problema ha sido abordado por diferentes grupos de investigacion a lo largo de
décadas. Recientemente nuestro grupo de trabajo se planteé este problema,
proponiendo que con el desarrollo actual de la nanotecnologia era posible resolver

finalmente este problema [68].
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HIPOTESIS

Dado que se ha demostrado que el Au(111) es quimicamente inerte, tiene propiedades
de biocompatibilidad y que ademas es un excelente conductor eléctrico, puede ser
empleado tanto para la medicion de las corrientes idnicas que subyacen durante el
disparo de los potenciales de accion, asi también como substrato para crecer y

visualizar células por medio de microscopia de fuerza atomica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Realizar el registro simultaneo del potencial de accion y de la
corriente i6nica transmembranal que le da origen empleando el

substrato de Au(111) en neuronas cultivadas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Optimizacion de las condiciones del cultivo de neuronas en el substrato de
Au(111).

2. Obtener un electrodo que sirva como sustrato para el cultivo de células
neuronales para el posterior estudio y andlisis de sus propiedades
electrofisiolégicas.

3. Caracterizar las células neuronales en condiciones fisiolégicas, en un grupo
control (caja Petri) y en Au(111) por AFM y SEM: topografia, morfologia y
organizacion celular.

4. Visualizar las caracteristicas de los substratos a emplear para el registro
electrofisiolégico y la distribucién de cargas en tiempo real al aplicar un
estimulo eléctrico con y sin células crecidas, empleando AFM y EFM.

5. Registro de la actividad eléctrica de las células por medio de las técnicas de
fijacion de voltaje y fijacion de corriente.

6. Andlisis de los posibles efectos del sustrato de oro sobre el potencial de
reposo, potencial de accién y de las corrientes de Na* y K*.

7. Obtencion del registro de las corrientes de Na* y K* durante el desarrollo del
potencial de accion.
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MATERIAL Y METODOS

Como parte de la optimizacion del cultivo celular, se procedi6 a la busqueda de una
linea celular y/o cultivo primario que nos diera como resultado la obtencién de células
excitables en las que pudiéramos registrar su actividad eléctrica, por lo que se
realizaron diversos cultivos celulares (PC12, N1E-115, cultivo primario de neuronas
granulares de cerebelo, entre otras), cuya metodologia se anexa en el apéndice.
Resultado de esta busqueda se tom6 como modelo experimental a la linea celular

NG108-15.

Cultivo de la linea celular NG108-15

La linea celular NG108-15 fue formada por la fusién de las células de neuroblastoma
de ratdbn N18TG2 con las células de glioma de rata C6-BU-1 glioma, en presencia de
un virus Sendai inactivado. Esta linea fue desarrollada en 1971 por Bernd Hamprecht
[67]. La linea celular fue adquirida de ATCC (Lote No. 58078652). Las células NG108-
15 fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM con alta glucosa (GIBCO, cat. No.
21063029), complementado con 10% suero fetal bovino (GIBCO, cat. No. 16000), 1%
de L-Glutamina, 0.1 Mm hipoxantina, 400 nm aminopterina, 0.016 mM de timidina, y
1% penicilina/estreptomicina (GIBCO, cat. No. 15140), mantenidas a 37°C, en una
atmosfera de 5% CO:2 y 95% aire. Las células fueron subcultivadas de 15 a 20 veces
antes de sembrarlas sobre cajas de plastico y los substratos de Au(111). Las células

se cultivaron por 4 dias antes de ser observadas.
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Caracterizacion del substrato de Au(111).

Se utilizaron placas de Au(111) (goldArrandeeTM), como substrato para el cultivo de
las células NG108-15). La composicion de las placas utilizadas como substrato
Au(111) consiste de un soporte de vidrio de aproximadamente 2 mm de espesor,
seguida de una pelicula de cromo de 200 nm, la cual esta cubierta con otra pelicula de
Au(111) de 2000 nm, con un arreglo cristalino especifico de su celda unitaria: (111),
siguiendo los indices de Miller. Las placas de Au(111) se prepararon con un area

aproximada de 1 cm? (Figura 2), se caracteriz6 su superficie por medio de AFM.

Figura 2. Substrato empleado. a) Placa de Au(111), b) modificacién de la placa
paraemplearse como electrodo: se apreciala superficie de Au(111) (a), la pintura
conductiva de carbono (b) y el alambre de plata (c), asi como, el tamafio del
mismo.

Elaboracion de un electrodo a partir del substrato de Au (111).
A las placas de Au(111) (Figura 2) se les conecto un alambre de plata (AGT0510 WPI
USA) de 30 mm de longitud. Para la conexion eléctrica del alambre de plata sobre un

borde de la superficie de Au(111) se empled pintura conductiva de carbono (PELCO
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16053, Ted Pella Inc USA) que se dej6 secar a temperatura ambiente por
aproximadamente 12 hrs. Para proveer un mejor soporte mecanico y aislar
eléctricamente la union y al alambre de plata en contacto con la solucién del bafio, se
recubrieron con Sylgard Brand (SYLG184 WPI USA). La placa con el alambre adherido
se coloco6 sobre una parrilla eléctrica a una temperatura de 60 a 80 °C durante 5 min
para acelerar el proceso de secado del Sylgard. Después se cubrié con una caja de
Petri y se dejé que el proceso de secado continuara por 24 hrs. Se comprobé la
continuidad eléctrica entre el alambre de plata y el substrato metalico de Au(111) con

un multimetro digital.

Tratamiento al substrato de Au(111) con poli-L-lisina.

Para favorecer la adhesion de las células a la superficie del substrato se le adicion6
poli-L-lisina, para lo cual se disolvio la poli-L-lisina en agua ultrapura (10 mg/l). La
mezcla se esterilizd por filtracion, después se adiciond 1 ml de poli-L-lisina a cada uno
de los substratos de Au(111). La poli-L-lisina fue removida después de 60 min, y se
adicion6 de 1-1.5 ml de agua estéril para su enjuague, se retir6 el agua y se colocaron

los substratos a 37°C en una atmosfera de 5% CO:2 y 95% aire, para su posterior uso.

Cultivo celular sobre el substrato Au(111).

El substrato de Au(111) fue sumergido en una solucién de etanol al 70% por 5 minutos.
Se lavdé minimo 2 veces con agua destilada y se puso a secar a temperatura ambiente.
Posteriormente se esterilizd en autoclave a 15 libras por 20 minutos a 140°C para
después exponerlo por 30 minutos a luz ultravioleta. Se colocé la placa en una caja

Petri de cultivo celular (Corning 35 mm) y se le adicion6 medio de cultivo DMEM
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suplementado hasta cubrir la superficie del substrato. Se mantuvo a 37°C en una
atmosfera de 5% CO2 y 95% aire por 2 horas antes de sembrar las células. Se
sembraron 1 x10° células y se mantuvieron por 4 dias. El medio fue reemplazado cada

48 horas hasta su estudio electrofisioldgico.

Caracterizaciéon de las células neuronales cultivadas en los diferentes substratos
empleando AFM vy el Microscopio electronico de barrido (Scanning Electron
Microscopy (SEM)).

Como parte de la caracterizacion morfolégica se realizaron visualizaciones en SEM y
AFM, para lo cual se procedié a la preparacion de las muestras como se indica a

continuacion.

Caracterizaciéon morfologica empleando el SEM.

Todas las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 5% tratadas en un tren de
deshidratacion con etanol del 30-100 % para ser llevadas a punto critico, y después
recubiertas con Au(111). Las micrografias se tomaron con un microscopio electrénico
de barrido (JEOL JSM-5900 LV). EI SEM fue operado con un voltaje de aceleracion de

15 kV, con electrones electrodispersados, a una distancia de trabajo de 25 mm.

Caracterizacion morfologica empleando el AFM.
Los estudios de la morfologia celular fueron llevados a cabo con microscopia de fuerza
atomica (AFM Nanoscope I, Multimode SPM, Digital Instruments, Santa Barbara,

California), en modo oscilante ("tapping") con una punta de silicio modelo TESP (f: 325-
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382 kHz, k: 20-80 N/m, Veeco), a una velocidad de barrido de 0.5 Hz. Las muestras se

trataron siguiendo las técnicas para procesamiento de SEM.

Optimizacion de las condiciones de estudio para visualizacién in vitro de células
neuronales empleando el AFM

El estudio de la morfologia y topografia de las células en cultivo requirié de la
optimizacién de diferentes condiciones para ser visualizadas en AFM. Se estudiaron y
probaron los diferentes substratos. Para visualizar el material en estado fisiolégico se
tomaron en consideracién varios puntos criticos en el cultivo de células, como cuidar
las condiciones Optimas del crecimiento y mantenimiento de las células en cultivo. Se
buscaron obtener en el AFM todas las condiciones para poder observar a las células
en estado fisiol6gico. Para abordar el experimento planteamos una estrategia que se
desarroll6 paso por paso, utilizando el modelo del AFM, Multimode Ill, Digital

Instruments y la celda de fluidos del AFM.

De manera breve se describe el método empleado en el tratamiento del cultivo para la

visualizacion de células vivas por el AFM.

1.- Se deposité 1 ml de colageno Tipo | (50 ug/ml en &cido acético al 0.1%) por cada
placa de cultivo (con o sin substrato de Au(111)), cubriendo toda la superficie de forma
homogénea, y se incubd durante una hora a 37°C, en condiciones de una atmosfera

al 5% de CO:a.
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2.-Se retir0 el colageno y se enjuago tres veces con agua desionizada, quitando todo
resto de agua con ayuda de pipetas Pasteur, siempre cuidando la esterilidad del

proceso. Se incubo a 37°C, 5% CO2 mientras se obtuvieron las células.

3.- Se colocaron 50,000 células por caja Petri, con 2 ml de medio de cultivo, afiadiendo
el medio adecuado segun el tipo celular. Se incubdé a 37°C en condiciones de una

atmosfera al 5% de CO:2 por 2 dias, sin cambio de medio.

4.- Después de 2 dias de incubacion fueron llevadas las cajas Petri al cuarto de trabajo
del AFM, se les cambio el medio de cultivo (el medio debe estar a temperatura
ambiente), se dejo que las células se estabilizaran a la temperatura del cuarto de

trabajo (= 24-25°C) por un tiempo de 10-30 minutos.

5.- Se realizaron todos los ajustes al equipo del AFM previamente al montaje de la

muestra sobre la platina de trabajo, para después colocar la celda de fluidos del AFM.

6.-Se cuidaron todos los parametros (alineacion del laser, ajuste del escaner a una
distancia 6ptima de trabajo, posicion de la punta sobre la célula que se desea estudiar,
entre otros), y se procedid a la obtencion de imagenes de células vivas en modo

contacto con puntas MLCT-AUNM (marca Veeco).

Visualizacion de las caracteristicas de los substratos empleando el AFM y EFM.

Para obtener el registro de la distribucion de cargas por medio del AFM y/o EFM, se
emplearon diversos electrodos con pistas de Au(111) en su composicion, esto para
conocer y poder observar la sensibilidad del equipo del AFM. A continuacion, se

describe el uso de uno de ellos.
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Microelectrodo IAME-co- IME.

Para el uso del microelectrodo comercial como substrato para el crecimiento de las
células del cultivo se procedio a su caracterizacion a nivel estructural. Se resolvio6 el
detalle del arreglo de los electrodos a través de la toma de imagenes fotograficas y de
video, con ayuda del microscopio estereoscopico y éptico. Se realizo la caracterizacion
al nivel de superficie de la red de microelectrodos que conforman el electrodo, por

medio del AFM.

Cultivo de neuronas en el microelectrodo.

El microelectrodo fue lavado por ultrasonificacion en una solucién de dri-decon y agua
destilada por 10 minutos y se enjuagé en el grifo por 15 minutos, se puso a secar a
temperatura ambiente, luego fue sumergido en una solucién de 1-dodecanetiol al 98%
0.1 mM (Aldrich), con etanol al 70% por 20 minutos. Se enjuagé el microelectrodo 6
veces con agua destilada. Se aplicé un tratamiento con poli-L-lisina como se describid.
Se cultivaron las neuronas siguiendo el mismo protocolo que se aplicé a las células
cultivadas en el substrato de Au(111). Se incubaron a 37°C en atmdsfera de 95% de
aire y 5% de CO2 en una estufa de incubacion con control de CO:zy regulacion de

temperatura de alta precision (Nuaire).

Caracterizacion del microelectrodo con AFM / EFM.

El microelectrodo fue caracterizado con EFM, utilizando un dispositivo que se describe
en el apéndice, con el cual se aplicé una diferencia de potencial al microelectrodo.
Para este propdsito el microelectrodo se conect6é con una serie de alambres de 0.25

cm de didmetro en el inicio de la trayectoria de los electrodos para aplicar una

36



diferencia de potencial de 9 Volts empleando una bateria (pila alcalina). Todo esto se
realiz6 con la finalidad de estudiar el efecto de la diferencia de potencial en el

microelectrodo y determinar como se podria registrar utilizando EFM.

Registro de la actividad eléctrica de las células NG108-15 por medio de las técnicas

de fijacion de voltaje y fijacion de corriente.

Registro electrofisiologico.

Para poder asegurarnos de la funcionalidad de las células empleadas se siguié un
protocolo para el registro electrofisiolégico, por lo que se evaluaron las propiedades
eléctricas de las células NG108-15 cultivadas sobre superficies de cajas de Petri de
plastico y sobre placas de Au(11l). Se empled el amplificador Axopatch en la
configuracion de Patch-clamp en la variedad de célula completa (whole-cell) para la
medicion de la Im, y en la configuracion de fijacion de corriente (current-clamp) para la
medicion del Vm. Se empleo el software Pclamp para la generacion de los protocolos
de estimulacion y adquisicién. Las sefiales fueron adquiridas con la tarjeta de
conversion Digidata. Las sefiales fueron procesadas y analizadas con el software
Clampfit y Prisma. Se emplearon pipetas de 2-4 M Q las cuales se llenaron con la
solucién intracelular de: NaCl (10 mM), KCI (140 mM), CaClz (1 mM), MgClz (1 mM),
EGTA (11 mM), HEPES (10 mM) con pH de 7.2 ajustado con KOH. La solucién del
bafio contenia: NaCl (151.5 mM), KCI (4.5 mM), CaClz (2 mM), MgClz (1 mM), HEPES
(5 mM), pH ajustado a 7.4 con NaOH. Todos los reactivos fueron de Sigma Aldrich.
Las soluciones fueron filtradas con filtros de 0.2 um. Se realiz6 un analisis comparativo

del potencial de reposo (Vi), resistencia de la membrana (Rm), la presencia de
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potenciales de accion y de las corrientes de sodio (Ina+) Y de las corrientes de potasio
(Ik+) dependientes del voltaje de las células NG-108 cultivadas sobre superficies de
cajas de plastico y sobre placas de Au(111). En estos experimentos la solucion del
bafio se mantuvo conectada a tierra. Los resultados se reportan como los valores
promedio con su error estandar. Se realizé una prueba t-Student para observar

diferencias significativas entre los valores promedio.

Medicion simultanea del potencial de accidn y las corrientes i0nicas que le dan origen.
En una segunda serie de experimentos se modifico el arreglo experimental descrito
con el objetivo de medir la corriente de membrana (Im) en todo momento; esto es,
independientemente de si los experimentos eran de fijacién del voltaje o de fijacion de
corriente. Para este proposito se empled un segundo sistema de fijacion del voltaje (2
en Figura 3), para mantener en tierra virtual la placa de Au(111l) que sirvi6 como
superficie de cultivo para las células. El sistema de fijacion del voltaje se construyé
siguiendo las especificaciones de Neher y cols [11]. Se tuvo especial cuidado en
ajustar la corriente de polarizacion (bias) y los voltajes de compensacion a cero (offset).
Con el segundo sistema de fijacion del voltaje (2 en la Figura 3) se midié Im
independientemente de la configuracion del amplificador 1 (axopatch), ya sea en
fijacion del voltaje o en fijacién de corriente. El arreglo experimental propuesto se

muestra en la Figura 3.

El sistema de fijacion del voltaje 1 se empleo en la configuracion de Patch-clamp en la
variedad de célula completa para los experimentos de fijacion del voltaje. En la Figura

3, Vemd indica los pulsos de fijacion del voltaje que se aplicaron a la célula y la salida
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del convertidor fue Im; asimismo, cuando se emple6 en la configuracion de fijacion de
corriente, Vemd indica los pulsos de corriente que se aplicaron a la célula, siendo Vm la
salida del convertidor. El sistema de fijacion del voltaje 2 se emplesd para mantener en
tierra virtual la placa de Au(111) y simultaneamente medir Im; esto es posible porque
el segundo amplificador inyecta una corriente de la misma magnitud y curso temporal
qgue Im, aunque de signo contrario para mantener en tierra virtual la placa de Au(111)
(Figura 3). El amplificador 1 se conecto a la micropipeta (M) de registro y el amplificador
2 ala placa de Au(111) (Au) a través de un alambre de plata aislado eléctricamente de
la solucién del bafio. Con este disefio experimental, con el amplificador 1 fue posible
medir Im 0 Vm en los experimentos de Fijacion del Voltaje o de Fijacion de Corriente
respectivamente. Ademas, se puede medir simultaneamente Im en todo momento a

través del amplificador 2.
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Im, Vm

41
Vemd
s R _ Im
c S 2

Figura 3. Esquema del arreglo experimental con dos equipos de Patch-Clamp y células crecidas en placa de
Au(111) (Au). (C) indica la célula seleccionada para su registro. Con el amplificador 1 se realizan las técnicas
estandar de fijacion del voltaje o de corriente empleando una micropipeta (M). Con el amplificador 2 se
mantiene en tierra virtual la placa de Au(111).
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Capacitancia de la membrana celular.

Vm
—=, por lo que se cumple

La corriente capacitiva en una célula es I. =Cy, m

quefI.dt=Cy, [dVy = Cpn(Vimz — Vin1). Despejando la expresion anterior podemos
obtener Cm, en donde Vm1 es el potencial de mantenimiento y Vmz es el pulso de fijacion
del voltaje. El pulso Vm2 es de magnitud pequefia e hiperpolarizante (-10 mV) para no
activar corrientes idnicas dependientes del voltaje, y asi obtener inicamente corrientes
capacitivas (y corrientes ionicas lineales que se pueden eliminar). Una vez obtenida la
corriente capacitiva transitoria (Figura 4) se obtuvo el area bajo la curva (f I.dt) para
evaluar la capacitancia de la membrana celular. El célculo de la capacitancia es
importante ya que es directamente proporcional al area de superficie de la membrana
celular por donde se producen las corrientes ionicas. Para comparar las corrientes
ionicas en las células NG108-15 cultivadas sobre diferentes substratos, fue necesario
normalizarlas con respecto al area, o bien con respecto a la capacitancia (normalmente

en pF), para comparar asi las densidades de corriente.

Vh=-70 mV

Vm=-80 mV |

Figura 4. Evaluacion del area bajo la curva (sombreada) de la corriente capacitiva
de la membrana celular de una célula NG108-15, después de la aplicacion de un
pulso de -10 mV de amplitud a partir de un potencial de mantenimiento Vs=-70
mV. (Ic) Corrientes transitorias capacitivas.
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Caracterizacion del substrato de Au(111).

El sustrato de Au(111) tiene un arreglo especifico a nivel molecular de tal manera que,
cuando se somete a altas temperaturas, ocurren cambios en su superficie. Sustratos
de Au(111) cony sin tratamiento térmico fueron caracterizados, observandose que los
granos de Au(11ll) en la muestra sin tratamiento térmico son mas pequefios con
respecto a los presentes en el tratamiento térmico, tal y como se observa en la figura
5. El substrato con tratamiento térmico fue finalmente empleado para el cultivo celular,
al proporcionarnos un area mayor con un arreglo plano a nivel atémico, lo cual fue es

atil en la resolucioén lateral de nuestra muestra al ser visualizada en AFM.

a) b) <

Figura 5. Visualizacion de placas de Au(111) através de AFM. a) Placade Au(111)
sin tratamiento térmico, area de barrido de 7.7841 ym?2. Se puede observar que
los granos que la constituyen son mas pequefios (flecha), en comparacién a la
placa con tratamiento térmico (b). c) Imagen de AFM, area de barrido de 661 pm?2.
Presenta una composicion en forma de granos (flecha), los cuales, son mas
grandes cuando se somete a tratamiento térmico el substrato de Au(111).
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Microelectrodo.

El microelectrodo empleado corresponde a un chip para aplicaciones biolégicas IAME-
co- IME fabricado por la compafiia Abstechsci USA, usado principalmente para cultivos
de células y sensores biolégicos. La Figura 6 muestra el diagrama de una seccion de
la parte interna del chip definida por cuatro electrodos o pistas de 2 um de anchoy 1
um de separacion, con una longitud total de 3 mm (seccion 1). El chip se encuentra
recubierto por una capa de SisN4, con excepcion de dos areas: los electrodos de
trabajo y los electrodos que sirven para conexiones externas. Otro factor importante
era el tamafio total del chip de aproximadamente 1 cm? lo que también resultd
beneficioso, ya que el area para poner las muestras en el microscopio de fuerza

atomica no puede exceder de 1.5 cm de ancho.

R

Figura 6. Chip IAME-co-IME. Los electrodos de Au(111) fueron fabricados en un
substrato SisNs, consta de 4 electrodos (seccion 1*).

4 pistas de 3mm de largo
2um lineas, 1um espacio
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Posteriormente a su adquisicion, el chip se colocé en el microscopio de fuerza atomica
con el fin de visualizar los electrodos y determinar la distancia entre ellos; lo que se
hizo con la finalidad de comprobar la informacién proporcionada por el fabricante, asi

como para medir la dificultad que supondria obtener imagenes de los electrodos.

Las distancias medidas en el ancho y en la separacién de los electrodos se acercaron
mucho a los datos que se habian proporcionado: el ancho de los electrodos que se
registré fue 1.97 um, y la separacién entre ellos, de 1.12 um. En las figuras 7 y 8 fue

posible apreciar que las pistas de los electrodos estdn embebidas en el substrato.

Otro detalle importante que se observo en los electrodos durante la visualizacion fue
la presencia de irregularidades en cada orilla derecha de cada electrodo, aspecto que
no fue mencionado por el fabricante. La Figura 7 muestra que la estructura de la orilla
izquierda de los electrodos esta bien definida en comparacién con la otra orilla del
electrodo. De aqui la importancia de caracterizar y visualizar el chip por medio de la

microscopia de fuerza atémica.
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1] 10.0 20.0

M

Figura 7. Imagenes de AFM. Seccién | del chip IAME-co-IME. a) Se observan los cuatro electrodos b)
acercamiento a la estructura de los electrodos, se pueden observar defectos en las orillas de cada electrodo
debido al proceso de fabricacion (flechas).
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0.46 pm
-0.48 pm

Figura 8. Imagen tridimensional de AFM, Seccion | del chip IAME-co-IME. Se
aprecian los 4 electrodos embebidos en el substrato.

Cultivo de la linea celular NG108 en el chip IAME co IME.

El microelectrodo se traté como previamente se describe en la metodologia (pp. 38).
Se observaron células sobre las pistas de Au(111) del electrodo (Figura 9) y los
procesos de division celular siguieron presentes, incluso después de 6 dias. El Au(111)
es un substrato que nos permiti6 el crecimiento de las células NG108-15,
observandose una confluencia celular del 100% sobre la superficie del microelectrodo,
lo que nos brind6 la posibilidad de crecimiento de la linea celular sobre pistas definidas
de Au(111), asi como su estimulacion eléctrica, ademas de que nos permitio su estudio

a través del sistema de AFM y EFM.
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La utilizaciéon de un microelectrodo comercial con pistas de Au(111) nos permitié la
selecciéon y estimulacion diferenciada de las células en cultivo en el AFM, ya que se
podia estimular las células crecidas sobre las pistas, en contraste con el
microelectrodo que se fabrico en el laboratorio (la placa de Au(111)), que no cont6 con

pistas en su disefio.

Figura 9. Cultivo de células NG108-15 en el microelectrodo comercial. Se
observan las pistas de Au(111) y el crecimiento celular sobre todo el substrato.

Calibracién de potencial en el chip IAME co IME.

Con el objetivo de determinar si era posible utilizar el microscopio de fuerza atomica
para visualizar el potencial generado a nivel nanométrico, se considero la aplicacion
de potencial sobre los electrodos del chip (Figura 10) por medio del software del

microscopio (Nanoscope 1V, Veeco, digital instruments). Se obtuvieron secciones
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transversales de los electrodos justamente en las partes donde se observaron cambios

al aplicar el voltaje.

En la Figura 10 se aprecia el montaje del microelectrodo en el AFM, para la adquisicion

de imagenes al aplicar el voltaje.

Figura 10. Montaje del microelectrodo con el circuito externo en el AFM. Se
observa: a) EI AFM, b) pila o fuente de poder, c) circuito externo, d) conexién del
circuito externo al microelectrodo, e) cabeza del AFM, donde se colocé el
microelectrodo para ser visualizado, f) proyeccién de la imagen del
microelectrodo, ésta ayudé a posicionar la punta en el area de interés a analizar.
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En la siguiente imagen se muestra el arreglo experimental usado para aplicar un voltaje de 5.3 V a los dos ultimos
electrodos (el negativo es el de la izquierda indicado con un indicador triangular rojo, positivo el de la derecha con
indicador verde). Justo cuando la punta se encontraba en medio de la imagen se encendio la fuente de alimentacion
(Figura 11). Por medio del microscopio se obtuvieron secciones transversales de los electrodos en las partes donde

se registraron cambios al aplicar el voltaje.

i Section
I'd
~_
)

A
Q_W
I'd
h_

0 10.0 20.0 30.0 40.0

o

Surface distance 8.824 pm
Horiz distance(L) 7.841 pm

Uert distance 766.87 nm
Angle 5.586 deg
Surface distance 11.990 pm
Horiz distance 10.281 pm
Vert distance 529.76 nm
Angle 2.950 dey

Surface distance

Horiz distance

Uert distance

Angle

Spectral period DC
Spectral freq 0 Hz
Spectral RMS amp 0.006 nm

Figurall. Imagen de AFM. Chip IAME-co-IME. Se observa con claridad un cambio en el centro de la imagen
con respecto a las partes de arriba y abajo, aparecieron una serie de lineas justamente en los electrodos
donde se aplico el voltaje, el analisis de la seccion transversal comprueba diferencias de altura en esta area
(area escaneada:44.98 um x 44.98 um).
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Posteriormente, los mismos 5.3 V se aplicaron en dos electrodos, aunque esta vez se movieron de lugar en diferentes

tiempos, con el objetivo de notar que el potencial afecta solamente al lugar donde esta conectada la fuente de voltaje

(Figura 12).
1.8 pm
40.0
0.9 pm
30.0
0.0 pm
20.0
NanoScope Tapping AFM
10.0 Scan size 44,98 pm
Setpoint 1.479 V
Scan rate 0.7629 Hz
Number of samples 512

0 10.0 20.0 30.0 40.0
1L ]

Figura 12. Imagen de AFM. Chip IAME-co-IME con aplicacién de 5.3 V a diferentes tiempos. Se observan
diferencias en latoma de laimagen (flechas) y cuando se desconectoé la fuente de voltaje (*).
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En esta ocasion se conectaron los primeros dos electrodos de izquierda a derecha (positivo y negativo), y se aplicé 3

V durante toda la obtencion de la imagen, como se muestra en la Figura 13.

- Section
w
~_
)
:—w
w
h_
S
o U U U U

o 10.0 20.0 30.0 40.0

L

Surface distance 1.134 pm
Horiz distance(L) 966.80 nmM

Vert distance 388.42 nm
Angle 21.889 dey|
Surface distance 4.971 pm
Horiz distance 4.570 pm
Vert distance 381.34 nm
Angle 4,770 deg

Surface distance
Horiz distance
Vert distance

Angle
Spectral period DC
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Figura 13. Imagen de AFM (4rea escaneada: 44.98 um x 44.98 um, Z: 0 - 1.8 um). Chip IAME-co-IME. Al disminuir
el voltaje no se aprecian cambios drasticos en la toma de la imagen, se puede alcanzar a observar los
electrodos a los cuales se les aplicé el voltaje(k). De las graficas de andlisis transversal, se obtiene la altura
al aplicar los 3 V: 381.34 um y 388.42 um).
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Después se aplicé un voltaje de 5.8 V con la misma configuracion de conexion en los electrodos que en el caso anterior

y se dejaron conectados durante la toma de la imagen, siguiendo el mismo protocolo (ver Figura 14).
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Figura 14. Imagen de AFM. Chip IAME-co-IME. Al aumentar el voltaje de 3 V a 5.8 V, se volvidé a notar la
diferencia en la toma de la imagen entre los electrodos: las lineas mas claras corresponden al a la carga
negativa en el electrodo mientras las lineas de la izquierda al electrodo con carga positiva. En el andlisis de
seccion se observa la diferencia de altura del electrodo marcado con el triangulo rojo de 805.66 um, y el del
electrodo marcado con tridngulo verde de: 578.01 um (area escaneada: 44.98 um x 44.98 um).

53



El experimento se repitid con la misma configuracion, con la diferencia de que en esta ocasion el voltaje se aumento

a 7.3 V sobre los electrodos (Figura 15).
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Figura 15. Imagen de AFM. Chip IAME-co-IME. Se puede apreciar una distorsion en laadquisicion de laimagen,
los electrodos a los que no se les aplico voltaje no pudieron ser barridos por la punta del microscopio (),
como lo revela el analisis de seccién (area escaneada: 44.98um x44.98um).

54



En la dltima parte de la calibracion se cambio el voltaje a 10.3 V con la misma configuracion de los electrodos, pero

con la diferencia de que el potencial se aplico a la mitad del escaneo del chip (Figura 16).
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Figura 16. Imagen de AFM. Chip IAME-co-IME. Se observan diferencias en la adquisicion de la imagen en la
zona de aplicacion del voltaje. En el andlisis de seccion se puede ver que la maxima altura registrada en este
caso fue de 1.131 pum. (44.98 pm x 44.98 um).
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De las imagenes de seccion de los experimentos anteriores se pueden resumir las
diferencias en la altura que registra la punta sobre los electrodos conforme se aumentoé

la diferencia de potencial, como se presenta en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1. Valores de altura registrados por la punta de AFM en respuesta a la

aplicacion de una serie de voltajes.

Voltaje (V) Electrodo (+) nm Electrodo (-) nm
3 381.34 388.42
5.3 529.76 766.87
5.8 545.48 805.66
7.3 540.23 930.34
10.3 660.80 1131.0

Caracterizacion del cultivo celular (linea NG108-15).

Para comprobar que el Au(111) es un buen substrato para el cultivo de células NG108-
15 se evalud el crecimiento y calidad del material celular en diferentes fases y en
distintas condiciones a través del monitoreo de la morfologia celular (Figural?7). El
cultivo en cajas de plastico Petri (grupo control) y en placas de Au(111) fue observado

por microscopia optica (Figuras 17ay 17b, respectivamente). En el caso de las células
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cultivadas sobre las placas de Au(111), el crecimiento de las células se observo a través de un microscopio optico en
modo reflectivo. En particular, es importante mencionar que las células cultivadas sobre placas de Au(11l1)
presentaron buena adhesién, lo que les permitio proliferar e incluso llegar a confluencia al 100% en pocos dias. No
se observaron diferencias morfologicas entre las células cultivadas sobre las cajas de Petri y sobre las placas de

Au(111).

Figura 17. Imagenes del cultivo de la linea celular NG108-15, obtenidas por microscopia 6ptica a 4 dias de su
cultivo en la caja de Petri (a), y sobre la placa de Au(111) (b).
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Mas detalles de la morfologia celular se pueden observar en el caso del uso de
microscopias de alta resolucion: SEM y AFM. En las micrografias obtenidas con SEM

(Figura 18) y AFM (Figura 19) claramente observamos células bien adheridas sobre la

superficie de Au(111).

Figura 18. Micrografias de SEM de células NG108-15. a-b) Células cultivadas en
caja Petri (grupo control), c-d) en el substrato de Au(111), se observan los somas
de las células y sus prolongaciones citoplasmaticas.
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Section Analysis

Figura 19. Imagen y andlisis de estructuras celulares sobre la placa de Au(111). a-b) Andlisis cuantitativo de
la morfologia celular de NG108-115, por AFM. Evaluacion del perfil de una seccion marcada en laimagen. Los
marcadores verdes indican la altura del somade lacélula (2.991 um) y los rojos nos marcan el didmetro (16.250
um). ¢) Imagen de altura de AFM, en modo tridimensional, de la morfologiay distribucion celular sobre la placa
de Au(111). El color de la imagen provee informacién en el eje Z. Los tonos mas claros en la imagen
corresponden a las partes mas altas con respecto al limite en Z que es de 0-10.030 um/div, siendo estas los
somas celulares, también se observan prolongaciones citoplasmaticas, d) Micrografia de SEM, se visualizan
claramente las células de neuroblastoma crecidas sobre la placa de Au(11l1), observandose somas y
prolongaciones citoplasmaticas.
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El corroborar que las células crecen sobre la superficie del Au(111) y extienden sus
procesos neuriticos es un aspecto importante que nos permitié realizar la adecuada
obtencion de los registros electrofisiologicos desarrollados en este trabajo. Se realizé
una comparacion de las células cultivadas en el substrato de Au(111) y en la caja de
Petri, para lo cual se recurri6 a una serie de micrografias de SEM. En ambas
condiciones se realizaron mediciones del soma de las células utilizando herramientas
del microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-5900 LV), y con software de
procesamiento de imagenes se obtuvieron las mediciones del area celular (Figura 20).
Las areas medidas a partir de células cultivadas en placas de Petri (1.1264 x 103 +
0.292 x 103 p?, n=112) y substrato de Au(111) (1.2675 x 103 + 0.289 x 102 p?, n= 63)

no mostraron diferencias significativas (p <0.05).
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Figura 20. Micrografias de SEM de células NG108-15. a-b) Se observan mediciones de células cultivadas en
caja Petri, c-d) células cultivadas en el substrato de Au(111); b, d) las zonas en blanco corresponden a las
areas consideradas para las mediciones celulares.
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Registro Electrofisioldgico.

Con la finalidad de corroborar las condiciones fisioldgicas de las células para producir
diferencias de potencial y registrarlas utilizando EFM se procedi6 a la implementacion
de una metodologia que nos permitiera realizar el registro electrofisiolégico del material
celular sembrado en los substratos empleados (Au, microelectrodos, con superficies
tratadas como se menciond) y sus correspondientes controles empleando las técnicas

de registro extracelular e intracelular.

La técnica de registro extracelular sirve para registrar la actividad eléctrica fuera de la
célula, en este caso a través del electrodo. Por su parte, el registro intracelular permite
la medicién del potencial de membrana en reposo o durante la produccion de
potenciales de accion, asi como la inyeccion de corriente o voltaje para modificar o
mantener el potencial de membrana y observar el comportamiento eléctrico de las

células con las que se esté trabajando.

Antes de iniciar el experimento, fue necesario preparar las soluciones intracelulares,
extracelulares y las micropipetas que se utilizan en el equipo correspondiente a la
técnica de registro “Patch clamp”. Las micropipetas que son llenadas con solucion
intracelular ofrecen, una vez introducidas en la solucion extracelular, una cierta
magnitud de resistencia. Para estos experimentos fue necesario mantener la

resistencia en el intervalo de 2 a 4 MQ. Previamente, fueron programados los
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protocolos de registro que fueron aplicados al material celular, asi como las conexiones
eléctricas necesarias para la obtencion de la sefial eléctrica a través del electrodo. Otro
detalle que vale la pena mencionar es que no fue necesario conservar la esterilidad de
los materiales, pues una vez extraidas las cajas Petri de la incubadora no fue necesario

guardarlas para su posterior utilizacion.

Andlisis comparativo de propiedades eléctricas pasivas y no lineales de las células
NG108-15 cultivadas sobre cajas de plastico y placas de Au(111).

Como un segundo paso para comprobar que el Au(111) es un buen substrato para
cultivo celular fueron estudiadas las propiedades eléctricas pasivas y no lineales de
las células NG108-15 cultivadas en cajas de Petri convencionales y sobre el electrodo
de Au(111). La idea fue capturar las diferencias eléctricas esenciales utilizando dos
diferentes substratos como cajas Petri y electrodos construidos con base en las placas
de Au(111). Inicialmente se analizaron comparativamente las propiedades eléctricas
pasivas de la membrana celular evaluando el potencial de reposo (Vr) y la resistencia
de la membrana (Rm). Los resultados se obtuvieron con la solucién del bafio conectada
a tierra 'y el amplificador 1 en la configuracion de fijacion de corriente (ver pp 39-40) Se
evaluo V: de las células cultivadas en cajas de plastico y sobre placas de Au(111). Una
vez medido el Vy, se polarizaba la célula a -60 mV por inyeccion de corriente de DC y
posteriormente se aplicaban pulsos negativos de corriente (-i) de diferente magnitud

que originaban cambios en el voltaje (AVm) hiperpolarizantes, con lo cual fue posible
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construir curvas AVmVs Im como la que se muestra en la Figura 21. Una vez hecho esto

se calculd Rm, que estéa dada por el valor de la pendiente de la curva AVm VS Im.
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Figura 21. Pulsos de corriente aplicados a la célula y los cambios en el Vm
asociados. a) Registros tipicos obtenidos de células cultivadas sobre cajas
de Petri (Control), se aplicaron pulsos de corriente hiperpolarizante (-i) y
despolarizantes (+i), los pulsos hiperpolarizantes producian AVn lineales y
los despolarizantes AVm no lineales con la produccion de potenciales de
accion. c) Grafica AVm vs -i, AVm corresponde a las deflexiones negativas
mostradas en a) cuando se aplica una corriente -i, el comportamiento es
lineal, larecta se ajusto por regresion lineal, la pendiente da el valor de la Rm.
b) El mismo protocolo de estimulacion y andlisis de Rm se aplicé a las células
cultivadas sobre placas de Au(111); la duracion de los pulsos fue mayor para
obtener el valor asintotico de Vm. Las células cultivadas sobre cajas de Petri
o placas de Au(111), presentaron potenciales de accidn cuando se aplicaban
pulsos de corriente despolarizante +i.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2. En las células cultivadas sobre
Au(111) el valor promedio de V: fue ligeramente menor y la Rm mayor con respecto a
las células cultivadas en cajas de plastico; sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. La ausencia de diferencias significativas en el Vry Rm
indic6 que el cultivo celular sobre placa de Au(111) no afectd las propiedades pasivas
de la membrana celular. Los pulsos de corriente despolarizante (+i) produjo respuestas
no lineales; esto es, el disparo de potenciales de accion en las células cultivadas sobre
ambas superficies de cultivo. Las Figuras 21 a-b muestran trazos de potencial de
accion para células en cajas de plastico (a) y sobre placas de Au(111) (b),
respectivamente. Se observa de manera clara, que la forma y las magnitudes de las
sefales fueron similares en ambas superficies de cultivo, con la produccion de

potenciales de accion lentos

Tabla 2. No hay diferencia significativa, p>0.05

Control Placa Au(111)
Vr (mV) -30.1 +1.7,n=18 -26.2 £ 3.1, n=25
Rm (MQ) 110.6 £ 21.0, n=14 201.4 £ 40.2, n=20

Ademas, los valores de las corrientes iénicas transmembranales dependientes del
voltaje fueron determinados para ambos sistemas de crecimiento. Con el amplificador
1 en la configuracion de fijacion del voltaje y la solucion del bafio a tierra se evaluaron
las corrientes i6nicas dependientes del voltaje en células cultivadas en cajas de

plastico y sobre placa de Au(111). A partir de un potencial de mantenimiento (Vn) de -
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70 mV se aplicaron pulsos despolarizantes breves (10 ms) de diferente magnitud para
evaluar la corriente al pico de la Ina+ y pulsos despolarizantes de 100 ms para obtener
la corriente maxima de Ik+. Fue posible medir la corriente al pico de la Ina+ Sin
contaminacion de la Ik+ debido a la activacion rapida de la Ina+ y @ la activacion lenta
de la Ik+. Para mostrar que éste era el caso, se obtuvieron las Ina+ Y I+ por separado y
luego se superpusieron. Como se puede observar en la Figura 22, no se observo
contaminacion de la Ina+ al pico por Ik+, en la que en azul se muestra la Ina+ aislada
(negativa) como resultado del bloqueo de Ik+ mediante la sustitucion del K* con Cs* en
la solucién de la pipeta. Asimismo, se bloqueo Ina+ mediante la aplicacion de TTX a la
solucion del bafio, no observandose ni la corriente Ina+ ni Ik+ (trazos en negro) a esa
escala de tiempo como resultado de su activacion lenta. Al comparar los trazos en azul
y negro podemos observar que el valor maximo de la corriente Ina+ aparece sin

contaminacion por alguna corriente Ix+ positiva.
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Figura 22. Bloqueo selectivo de las corrientes de Na* o K*. Las Ina+ negativas
seindican en azul, la Ik+ fue bloqueada al sustituir el K* por Cs* en la solucion
de la pipeta. Los trazos en negro se obtuvieron al bloquear la Ina+ con TTX en
la solucién del bafio, bajo estas condiciones, Unicamente se obtenia lk+
positiva la cual no se observa en esta escala de tiempo por activarse
tardiamente. No se observa contaminacién de la Ina+ (negativa) por la Ik+
(positiva). Los numeros arriba indican la despolarizacién de la membrana a
partir de un Va=-70 mV. Las lineas horizontales indican 1=0.

En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos a partir de experimentos
similares hechos en células cultivadas en cajas de plastico. En la Figura 23a se
muestran corrientes rapidas negativas que muestran un proceso de inactivacion. Los
trazos de corriente obtenidos son tipicos de las Ina+. Con los valores maximos de la
corriente Ina+ S€ construyeron curvas Ina+ VS Vm COMo se muestra en b). Finalmente,
con los datos de la Ina+ fue posible evaluar la conductancia al Na* (gNa*) con respecto
al Vm, la grafica gNa* vs Vm se muestra en c). Se ajusto la funcion de Boltzmann a los

datos de conductancia como se ilustra con la curva suave en c). Los parametros
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resultantes del ajuste son caracteristicos de cada corriente idnica y sirven para
caracterizar cada poblacion de canales ionicos. El mismo procedimiento de analisis
descrito para las Ina+ Se aplico a las Ik+ como se ilustra en d), e) y f) de la Figura 23. Es
importante mencionar, sin embargo, que para obtener la Ik+ maxima fue indispensable
aplicar pulsos despolarizantes de mayor duracion (100 ms) debido a su activacion mas
lenta, ya que tipicamente las corrientes de K* son positivas y no muestran un proceso
de inactivacion. Es importante resaltar que el comportamiento de la Ina+ y de la Ik+ son

similares a las reportadas en las células NG108-15.
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Figura 23. a) Ina+ evocadas por 9 pulsos despolarizantes iniciando con 10 mV
y con incremento de 10 mV de amplitud y de 10 ms de duracién a partir de un
Vh= -70 mV; b) curva Ina+ VS Vm Yy C€) curva gNa* vs Vm, la curva suave fue
ajustada empleando la funcién de Boltzmann. d) Ik+ evocadas por el mismo
protocolo que en a), pero con pulsos despolarizantes de 100 ms de duracién;
e) curva lk+ vs Vm; f) curva gK* vs Vm, la curva suave fue ajustada con la
funcion de Boltzmann. El cultivo celular se realiz6 en cajas de Petri.

Se repitio este procedimiento de analisis de la Ina+ y de la Ik+ para el caso de las células
cultivadas sobre placas de Au(111). En la Figura 24 se muestran las Ina+ Yy Ik+, asi como
sus respectivas curvas Ina+-Vm, gNa™-Vm, lk+-Vm y gK*™-Vm. La Ina+ y la Ik+ fueron
similares a las observadas en las células cultivadas sobre cajas de Petri; es decir, la
Ina+ presentd una activacion e inactivacion rapida, por un lado, mientras que por su
parte la Ik+ mostré una activacion lenta y ausencia de inactivacion. Las curvas gNa*-

Vmy gK*-Vm fueron similares. Las graficas como las mostradas en las Figuras 23 y
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Figuras 24 son importantes para observar el comportamiento de los canales idnicos
de la membrana celular con respecto a Vm. En vez de comparar las corrientes ionicas
directamente se compararon las densidades de corriente idnica, para evitar cualquier
efecto del tamafio celular en la magnitud de las corrientes obtenidas. La forma en que
se normalizaron las corrientes ionicas, es decir, se obtuvieron las densidades de
corriente, fue dividiendo la corriente entre la capacitancia eléctrica (en pF) de la célula,
ya que la capacitancia es directamente proporcional al area de superficie de la célula.
El analisis comparativo de las graficas gNa*-Vmy gK*-Vm de células cultivadas en cajas
de plastico y sobre placas de Au(111) se llevé a cabo comparando los parametros de

ajuste de la funcién de Boltzmann.
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Figura 24. a) Ina+ evocadas por pulsos despolarizantes de igual magnitud y
duracion que en la Fig. 23a; b) curva Ina+-Vm y ¢) curva gNa*-Vm, la curva suave
fue ajustada empleando la funcién de Boltzmann. d) Ik+ evocadas por pulsos
despolarizantes de igual magnitud y duracién que en la Fig. 23d; e) curva lk+-
Vm y f) curva gK*-Vm, la curva suave fue ajustada empleando la funcion de
Boltzmann. El cultivo celular se realizé sobre la superficie de placas de
Au(111).

En la Tabla 3 se muestran los valores promedio de los pardmetros de ajuste de la
funcién de Boltzmann a las curvas gNa*-Vm y gK*-Vm de células sembradas sobre
cajas de Petri y sobre placas de Au(11l). Los resultados obtenidos del analisis
comparativo indican que no hubo diferencias significativas entre los parametros de
ajuste de la funcién de Boltzmann a las conductancias al Na* y al K* de células

sembradas en cajas de plastico y sobre placas de Au(111).
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Tabla 3. Parametros de ajuste de la funcion de Boltzmann a los datos de las curvas
de conductancia-Vm. Al comparar los parametros de ajuste de las conductancias de
células sembradas sobre cajas de Petri y sobre placas de Au(111), no se observo

diferencia significativa en gK* ni en gNa*, p>0.05.

Valores de Control Placa Au
ajuste
gNa*™-Vm gK*-Vm gNa*-Vm gK*-Vm
(n=10) (n=10) (n=5) (n=10)
Minimo 0.00 0.00 0.00 0.00
Maximo 0.21£0.04 0.26 +0.03 0.21+£0.10 0.36 £ 0.06
V50 -1760+160 -240+£050 -19.10+1.70 -1.80%2.70
Pendiente 7.50 £ 0.90 7.40 £ 0.50 6.30 £ 0.90 8.90+£0.70

Hasta ahora se ha demostrado en este trabajo que el crecimiento y propiedades
electrofisiolégicas de las células crecidas en cajas de plastico y en placas de Au(111)
no muestran diferencias estadisticamente significativas, lo que nos permite concluir
gque en ambos casos tenemos el sistema celular con las mismas caracteristicas.
Ademas, esto nos permite concluir que el crecer en Au(111), la linea celular NG108-
15 no produce ninguna alteracion. En la siguiente seccion mostramos una ventaja del

uso de las placas de Au(111) para medir las propiedades electrofisiologicas de éstas
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células, la cual se basa en la evaluacién simultanea de la medicion de potenciales de
accion (a través de la pipeta de registro) y las corrientes idnicas que los originan (a
través de placas de Au(111)), usando dos instrumentos Patch-clamp. El significado de

este tipo de evaluacién se discute a continuacion.

Registro de Im a través de un segundo sistema de fijacion del voltaje.

Todos los experimentos anteriores de fijacion del voltaje y fijacion de corriente se
realizaron empleando una micropipeta de registro conectada al amplificador 1 y con la
solucién del bafio conectada a tierra, lo que constituye el protocolo convencional de
registro. En este trabajo se modificd ésta técnica de registro manteniendo en tierra
virtual la placa de Au(111) a través de un segundo sistema de fijacion del voltaje
(amplificador 2, Figura 3) y eliminando la conexion a tierra de la solucion del bafio.
Inicialmente se realizaron experimentos de fijacién del voltaje con el amplificador 1 en
la configuracién de patch-clamp en la variedad de whole-cell. Se aplicaron pulsos
breves (10 ms) subumbrales que no activaran la Ina+ con la finalidad de observar
Unicamente corrientes de fuga y corrientes capacitivas rapidas. En la Figura 25a se
muestra el pulso de fijacién de voltaje que despolariza la membrana celular a -50 mV
a partir de un potencial de mantenimiento Vh= -70 mV, el cual evoca corrientes
capacitivas transitorias rapidas al inicio y final del pulso de fijacién del voltaje. Como
se observa en la misma figura, la corriente de fuga no fue perceptible durante los
experimentos que se muestran. En la Figura 25b se muestra la corriente medida
simultaneamente a través del amplificador 2. Es de resaltar la similitud del trazo de

corriente con el mostrado en la Figura 25a, como se puede observar en la Figura 25c¢
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en la que se muestran los trazos superpuestos de estas dos figuras (25a y 25b).
Posteriormente, con el amplificador 1 se aplicaron pulsos despolarizantes de mayor
magnitud para evocar la corriente de Na* dependiente de voltaje. En la Figura 25d se
ilustra el pulso de fijacion del voltaje a 0 mV a partir de un potencial de mantenimiento
Vh de -70 mV. El pulso aplicado es de suficiente amplitud para activar Ina+. En la Figura
25e se observa el registro simultaneo de Ina+ con el amplificador 2. Es de resaltar la
gran similitud de los trazos de corriente, como se muestra en la Figura 25e, en la que
se aprecia mejor la similitud al superponer los trazos de las Figuras anteriores (25e y
25f). Es también importante mencionar que el amplificador 2 sigue fielmente las
corrientes capacitivas y las corrientes rapidas de Na* medidas con el amplificador 1 y
gue estas fueron obtenidas con una buena relacion sefial a ruido. Estos mismos
resultados se obtuvieron cuando se aplicaron pulsos despolarizantes largos (100 ms)
con la finalidad de observar ademas de las corrientes capacitivas y las Ina+ rapidas, la

Ik+ de activacion lenta (datos no mostrados).
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Figura 25. a) Im evocada por un pulso de fijacion del voltaje subumbral, con Vh=-70 mV se aplicé un pulso
despolarizante a -50 mV, Unicamente se observan corrientes capacitivas (corrientes transitorias al inicio y
final del pulso), corriente registrada con el amplificador 1; b) corriente registrada simultaneamente con el
amplificador 2; en ¢) se muestran las corrientes superpuestas medidas con los amplificadores 1 (linea
continua) y 2 (linea punteada). d) Con el amplificador 1 se indujeron y midieron corrientes capacitivas y de
Na* evocadas por una despolarizacién de la membrana a 0 mV, se aprecian las corrientes capacitivas
transitorias y una corriente negativa de Na*. e) Corriente medida simultaneamente con el amplificador 2. f)
Corrientes superpuestas medidas con los amplificadores 1 (linea continua) y 2 (linea punteada). Los trazos
de corrientes capacitivas se encuentran truncados para destacar las Ina+. En la parte superior se ilustra la
magnitud del pulso de fijacidén del voltaje.
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Medicion simultanea del potencial de membrana y la corriente de membrana

Con el amplificador 1 en la configuracion de fijacion de corriente y el amplificador 2 en
la configuracion de fijacion del voltaje, manteniendo en tierra virtual la placa de
Au(111), fue posible aplicar pulsos de corriente y medir los cambios en Vm con el
amplificador 1, y simultineamente medir la corriente de membrana Im con el
amplificador 2. En la Figura 26 se muestran registros tipicos de Im y Vm. En la Figura
26a se aplico un pulso negativo de corriente que aument6 (hiperpolarizé) el Vm como
era de esperarse (trazo rojo), no observandose potenciales de accion. Asimismo, el
trazo en azul muestra Unicamente la corriente de estimulacion. Por otro lado, cuando
se aplicaron pulsos de corriente positivos se despolarizé la membrana hasta un voltaje
umbral que resulté en el disparo de potenciales de accién, como se indica en el trazo
rojo de la Figura 26b. La corriente registrada simultdneamente (trazo azul) muestra el
pulso de estimulacién (asterisco), seguida de la sefial bifasica de la corriente iénica
(Im) dependiente del voltaje que produce el potencial de accion. En la figura no es
posible discriminar la magnitud y curso temporal de la corriente i6nica de interés, ya
que se superpone a la corriente de estimulacién. Para resolver este problema, se
aplicaron pulsos de corriente de mayor magnitud y menor duracién de tal manera que
apenas se alcanzara el voltaje umbral para el disparo de potenciales de accién, y asi
discriminar temporalmente las sefiales de estimulacion y las de Im dependientes del
voltaje. En las Figuras 26c¢c y 26d se observa cOmo se separan las corrientes de
estimulacion de las corrientes ionicas voltaje dependiente. En la Figura 26d, la
separacion es clara permitiendo observar la seial bifasica de corriente que da origen

al potencial de accion. La deflexion negativa se asocia a Ina+ Yy la positiva a Ik+. Como
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era de esperarse, Ina+ Se asocia temporalmente a la fase de despolarizacion e Ik+a la

fase de repolarizacion del potencial de accion.

Bajo las condiciones de cultivo seguidas en el trabajo, las células NG108-15
produjeron potenciales de accion lentos en la mayoria de los casos
independientemente de la superficie de cultivo (caja de plastico o placa de Au(111)).
Con técnicas convencionales de registro, no es posible saber claramente el origen de
estos potenciales de accion lentos, midiendo Unicamente el potencial de membrana.
Una ventaja de la técnica propuesta en este trabajo es que sabemos de manera directa
su origen: la corriente rapida de Na* que da origen a la fase despolarizante del
potencial de accion es normal; sin embargo, la lk+ que se activa es transitoria y no se
mantiene durante la fase de repolarizacion como era de esperarse, haciendo mas lenta

esta fase.
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Figura 26. Medicion simultanea de la Im y del Vm. En rojo se muestra el Vm obtenido con la pipeta de
registro (amplificadorl). El trazo azul muestra la sefial de la Im que se registré simultaneamente a través
de la placa de Au(11l1) (amplificador2). El asterisco indica la corriente de estimulacion. a)
Hiperpolarizacion causada por un pulso de corriente negativo (asterisco), no se observa potencial de
accion ni corriente iénica voltaje dependiente. b) El pulso de corriente positivo induce un potencial de
accion, cuyas corrientes idnicas que lo producen se muestran en el trazo azul como una sefial bifasica
inmediatamente después de terminar el pulso de estimulacion. c) Se aplica un pulso de corriente de
mayor magnitud y menor duracién para inducir un potencial de accién y separar temporalmente las
sefales de la corriente de estimulacion y la idnica voltaje dependiente. d) Se incrementa mas el pulso
de corriente de estimulacion y se disminuye mas su duracion, se logra separar claramente la sefial de
corriente de estimulacion de la corriente iOnica que da origen al potencial de accion. En b), c) y d) los
trazos de corriente de estimulacion estan truncados por la amplificacion de la imagen.
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DISCUSION.

Con respecto a la caracterizacion del microelectrodo comercial, el estudio en AFM nos
corrobora que este substrato no es totalmente plano (Figuras 7 y 8) y que funciona
como un buen substrato para las células. La realizacion de los estudios de las células
cultivadas en este microelectrodo “in vivo” conlleva a diversos problemas en el AFM
(Nanoscope 1V, Veeco), como fue la correcta posicion del laser sobre la punta de
exploracion, ya que al entrar esta en medio liquido, al ser diferente la densidad del aire
a la de un liquido, el &ngulo de reflexion cambia, lo que ocasiona que el fotodetector
no pueda registrar la deflexion de la punta dando como resultado la no adquisicion de
imagenes. Esto conlleva a un proceso de reajuste de la posicion del laser que puede
ser tardado, lo que constituyd un obstaculo que fue posible superar satisfactoriamente.
Con respecto a trabajar en el microelectrodo para medir las diferencias de potencial
en las células, o la distribucion de cargas en la membrana celular al momento de darse
un potencial de accion utilizando como herramienta el EFM es sin duda un reto, el cual
nos planteamos al principio de este trabajo, pero que no alcanzamos, dado que la
velocidad de un impulso nervioso es muy rapida, esto es, en el orden de milisegundos
y las diferencias de potencial de milivoltios, sensibilidad que no fue posible alcanzar

debido a limitaciones en la infraestructura.

En relacion a los cultivos celulares sobre las placas de oro estos fueron similares a los

obtenidos sobre cajas de plastico (grupo control) en cuanto a la adhesion y
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proliferacion celular; de tal manera que, fue posible cubrir la superficie de oro con
células NG108-15 a los pocos dias de cultivo. También las morfologias celulares
fueron semejantes en ambas superficies de cultivo, como se mostré en la Seccion
Caracterizacion del cultivo celular (linea NG108-15), pp 57-61, de este trabajo.
Tomando todo esto, podemos concluir que las placas de oro son sustratos adecuados
para el crecimiento y proliferacion celular. Asimismo, al analizar las propiedades
eléctricas pasivas como Vry Rm, no se observaron diferencias significativas entre
ambas superficies de cultivo. En cuanto a la generacién de potenciales de accion, las
células NG108-15 no fueron una poblacién eléctricamente homogénea, ya que las
células control presentaron en su mayoria potenciales de accion lentos y
ocasionalmente potenciales de accion rapidos, caracteristicas que también se
observaron en las células cultivadas sobre placas de oro; esto es, en ambas
superficies de cultivo los potenciales de accién fueron parecidos. Se realiz6 un analisis
cuantitativo del comportamiento de los canales i6nicos dependientes del voltaje
construyendo curvas conductancia-Vm con ajuste de una funcién de Boltzmann a los
datos (ver pp. 62-77) [13]. Estas curvas son caracteristicas de cada poblaciéon de
canales ionicos, por lo que los pardmetros de ajuste resultantes también lo son [13].
En este sentido, no se observaron diferencias significativas en los parametros de
ajuste para las curvas gk*-Vm Yy gna*-Vm de las células cultivadas en cajas de Petri con
respecto a las células cultivadas sobre placas de oro. De esto, se puede concluir que
las placas de oro no afectan la conductancia de los canales de Na* (gna*) dependiente

del voltaje, que es vital para la fase de despolarizacion, ni la conductancia de los
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canales de K* (gk*), que es de suma importancia para la fase de repolarizacion del

potencial de accion [13, 21].

Un problema importante en los experimentos electrofisiolégicos es la caida de voltaje
que sucede a través de la resistencia en serie producida por la solucién del bafio
(conectada a tierra) en donde se encuentran inmersas las células. Esto es equivalente
a una resistencia en serie entre la célula y la tierra, que puede producir errores en la
medicion de Vm, ya que el voltaje medido con la técnica de fijacién de corriente es la
suma de Vm mas la caida de voltaje a través de la resistencia de la solucién electrolitica
del bafio producida por la corriente de membrana Im. El problema se agrava cuando
las corrientes de membrana son de gran magnitud, ya que la caida de voltaje a través
de la solucion del bafio es aiin mayor [11]. Para la solucién parcial de este problema,
se han empleado disefios especiales de amplificadores de fijacién de corriente [68]. El
problema se resolveria si tuvieramos la posibilidad de tener un buen conductor
eléctrico a tierra en la vecindad inmediata de la membrana plasmética de la célula a
registrar, ya que se abatiria la resistencia en serie. Una ventaja de utilizar las placas
de oro como sustrato de cultivo es que el oro es un buen conductor eléctrico que una
vez conectado a tierra o tierra virtual, resuelve el problema de la resistencia en serie,
ya que Im fluye a tierra a través de la placa de oro y no a través de la solucion
electrolitica. Esto se comprob6 por medio de las imagenes obtenidas por AFM, en las
gue se observa que las células se adhieren, haciendo contacto intimo con la superficie

de estructura granular de las placas de oro.
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El empleo de una placa de oro y de dos sistemas de fijacion del voltaje permite utilizar
un amplificador de manera convencional y el otro para mantener en tierra virtual la
placa de oro sobre la cual se cultivaron células. La ventaja que brinda esta
configuracion es la posibilidad de medir Im a través del segundo amplificador,
independientemente si los experimentos son de fijacion del voltaje o de fijacion de
corriente. Un aspecto a destacar de la metodologia propuesta es la posibilidad de
medir simultaneamente la corriente idnica que da origen a los potenciales de accion
(ver pp 75). Este problema ya ha sido abordado anteriormente con el empleo de
sistemas de fijacion del voltaje “hibridos” [52, 69-76]; es decir, configuraciones que
pasan instantaneamente de fijacion de corriente a fijacion del voltaje para medir la
corriente asociada a un potencial de accién. Esta técnica tiene algunos inconvenientes,
como son la necesidad de crear un amplificador especial capaz de cambiar de
configuracion rapidamente, o aun peor, que en el proceso se interrumpe el desarrollo
normal de un potencial de accion para medir Im. Por lo anterior, se desarrollaron
técnicas alternativas como Fijacion del potencial de accién y Fijacion del potencial de
accion dinamica [74] que miden indirectamente Im empleando el potencial de accion
(medido previamente con la técnica de fijacion de corriente) como pulso comando en
un experimento de fijacion del voltaje que induciria una corriente de membrana de
curso temporal y magnitud semejante a la que sucede en la célula cuando dispara
potenciales de accion. Estas técnicas también tienen inconvenientes importantes, ya
que se basan en la suposicion de que la conductancia de membrana depende
anicamente de Vm, lo que no es necesariamente cierto ya que las actividades de los

canales ionicos son fuertemente moduladas por mensajeros intracelulares y
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extracelulares durante el desarrollo de potenciales de acciéon. Con el empleo de un
segundo amplificador que mantiene en tierra virtual una placa de oro con células
cultivadas sobre su superficie se evitan estos problemas ya que se miden directamente
y de manera simultanea Vm e Im sin la necesidad de un amplificador especial. Con el
empleo de dos sistemas de fijacion del voltaje comerciales se puede medir y analizar
la Im que induce los potenciales de accion con una buena relacion sefial a ruido y sin
interrumpir el desarrollo normal de los potenciales de accion. Esta técnica seria
especialmente importante en la electrofisiologia de células cardiacas, donde se ha
trabajado por décadas en como registrar simultdneamente los potenciales de accion y
las corrientes de membrana que les dan origen. Por ejemplo, sigue siendo tema de
investigacion actual el origen de las corrientes idnicas que producen los potenciales
de accién en las células marcapaso [69, 72, 73, 76]. Por otra parte, nuestra técnica
permite la observacion directa del efecto de farmacos o moduladores de canales
ibnicos sobre las corrientes idnicas y sobre el potencial de accién simultaneamente.
Asimismo, se puede emplear para medir las corrientes idnicas que producen células
con actividad eléctrica espontanea empleando Unicamente el amplificador de tierra

virtual sin el uso de micropipetas.
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CONCLUSION.

Se desarrollé un novedoso método basado en el uso de dos sistemas de Patch-Clamp,
a través del cual es posible medir de manera simultanea los potenciales de accion y
las corrientes idnicas que lo originan en la linea celular NG108-15, utilizando como
substrato de crecimiento una placa de Au(111). Este nuevo desarrollo tiene su base
en el uso de un substrato metalico biocompatible con buena conductividad eléctrica
que no altere altera el crecimiento celular ni la medicion de parametros
electrofisiolégicos. Todos estos requerimientos fueron cumplidos con el uso de placas
de Au(111l) como substrato para el crecimiento celular (NG108-15). En un estudio
detallado y sistematico se describid el crecimiento y caracterizacién de células NG108-
15 en dos diferentes substratos: en cajas de plastico y sobre placas de Au(111l). La
idea fue buscar una posible alteracion en las caracteristicas morfolégicas del material
celular después de su crecimiento en los diferentes substratos. Los resultados del
analisis morfolégico por microscopia Optica, SEM y AFM, demuestran claramente que
no hay diferencia entre los cultivos de las células crecidos en las diferentes
condiciones. En particular, las micrografias obtenidas con SEM y AFM muestran
células crecidas, adheridas al substrato de Au(111), con presencia de prolongaciones
citoplasmaticas y somas regulares. En ambos substratos las células adheridas
presentaron una morfologia y calidad requeridas para estudios electrofisiologicos.
Las medidas del Vr y Rm, del potencial de accion, de las corrientes idnicas, y otras
propiedades electrofisioldgicas obtenidas mediante la técnica clasica de Patch-Clamp,
demuestran que no hay una diferencia significativa entre las células crecidas en la caja

de plastico y las células crecidas en la placa de Au(111). Los parametros obtenidos
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fueron similares. Esto sostiene claramente la idea del uso de placas de Au(111) como
material preferencial para usar en estudios electrofisiologicos y morfolégicos de
células. Ademas de la biocompatibilidad, el uso de placas de Au(111) también ayuda
en la obtencién de imagenes de AFM de alta resolucién (a nivel nanométrico) para la
caracterizacion de morfologia celular. Una vez comprobado que no existen diferencias
ni en la morfologia ni en el comportamiento electrofisiolégico entre las células crecidas
en caja de plastico y sobre la placa de Au(11l), se midieron las propiedades
electrofisiolégicas a través del substrato de alta conductividad como son las placas de
Au(111).

La medicién de manera simultanea de los potenciales de accion y las corrientes iénicas
que lo originan (en un substrato de Au(111l)), de sistemas de células puede abrir
nuevas opciones en estudios electrofisiolégicos y complementar conocimientos sobre
procesos de sefalizacion intra e intercelulares, con posibles aplicaciones en protesis
o implantes artificiales (interfaces electronicas con bio-neuro-sistemas). También tiene
un uso potencial para determinar las causas y tratamiento de algunas patologias de

tejidos excitables.
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APENDICE.

Medio de cultivo DMEM enriquecido

Para preparar 100 ml se utilizan las siguientes cantidades:

Componente Cantidad (ml)
DMEM enriquecido 87.5
NaHCOs3 2.5

Suero Fetal Bovino(SFB) 10
Antimicrobiano /1
Antifangico

L-Glutamina

Debemos considerar la concentracion de SFB, ya que se recomienda utilizar una
concentracion al 10% en el medio con el fin de estimular el crecimiento celular, de 2-
5% soOlo para mantener la poblacion constante y 15% cuando se van a congelar las
células para conservarlas por un periodo de varios meses. El medio de cultivo

complementado se almacena a -4°C y se calentara a 37°C al momento de su uso.

Solucién de Tripsina

Para preparar 100 ml al 0.025% de tripsina se utilizaron las siguientes cantidades:
Componente Cantidad
Tripsina 0.025 g

HBSS 100 ml
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Mezclar perfectamente, esterilizar por filtracion y envasar.
Solucion de Poli-L-lisina

Para preparar 100 ml se utilizaron las siguientes cantidades:

Componente Cantidad
Poli-L-lisina  (Peso-mol. total > 1mg

300,000).

Agua ultrapura 100 ml

Mezclar perfectamente, esterilizar por filtracion y envasar. Almacenar a -20°C.

Solucion de Azul tripano

Para preparar 10 ml de este colorante se utilizé:

Componente Cantidad
Azul tripano 0.02 g

PBS 10 ml

Se disuelve perfectamente, filtrar y envasar protegiéndolo de la luz.
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Conteo Celular

Se utiliz6é el método del hemocitometro que se describe a continuacion:

1. Se limpio perfectamente una camara de Neubauer y el cubreobjetos de esta.

2. De una alicuota de las células obtenidas en suspension, se tomo6 100 ul de la
suspension celular a contar y se diluyé en 900 ul de azul tripano (dilucion 1:10),
se mezclo bien y se tomdé un volumen suficiente para cubrir las 2 cuadriculas
del hemocitometro. Se dejo reposar 1 minuto y se procedi6 a realizar la cuenta
celular.

3. Se contd el numero de células presentes en los cuadrantes, se multiplicé por
10*y por el factor de dilucién realizado, de esta forma de obtuvo el nimero de

células por mililitro.

Técnica de lavado de material
Cuando el material se va a utilizar por primera vez en el cultivo de células es
necesario utilizar agua y detergente, tomando en cuenta lo anterior se procede
de la siguiente manera:
1. Sumergir el material en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 24
horas.
2. Sacar y enjuagar con agua de la llave, minimo 10 veces y tallando con un

escobillén exclusivo para el material de cultivo.
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3. Introducir el material en una solucion de HCI al 5% durante 24 horas.
4. Sacar y enjuagar con agua de la llave, minimo 10 veces.
5. Introducir el material en agua bidestilada durante 24 horas.
6. Dejar escurrir y secar al horno a 100° C por 1 hora.
Una vez completamente seco el material se prepara para esterilizar en autoclave a 15

Ib/in? de presién y 121°C por 15 minutos.

Cultivo primario de neuronas de cerebelo.
Las células fueron obtenidas del cerebelo de ratas de 7-8 dias de edad, el crecimiento
de células no neuronales, se previene con la adicién al cultivo de citosina arabinosa
[77].
En términos generales:
El cerebelo de cuatro ratas cepa Wistar de 7-8 dias de edad, fue extraido y cortado
dentro de pequefias cajas vy tripsinizado por 15 minutos a 37°C en Hanks’s BSS. Las
células en suspension fueron sembradas en placas de cultivo (Nunc, 6 pozos)
previamente tratadas con poli-L-lisina [78].
Procedimiento:

1. Se limpio la cabeza del animal con etanol al 70%.

2. Las ratas fueron anestesiadas con cloroformo, y sacrificadas.

3. Con ayuda de pinzas y tijeras se extrajo el cerebelo.

4. El cerebelo fue colocado sobre una caja de Petri con HBSS.

5. Enseguida se disocio el tejido con ayuda del bisturi, en pequefios cubos de

aproximadamente 0.5 mm3.
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6. Se realizaron 3 lavados al tejido con HBSS.

7. El tejido seccionado se transfirié a un matraz Erlenmeyer (25 ml) y se adiciono
10 ml de tripsina al 0.025% (en HBSS), se coloco en agitacion, suavemente por
15 minutos y se recupero el sobrenadante.

8. EIl sobrenadante se filtr0 sobre tela de organza, vaciandolo a un tubo para
centrifuga, y se agrego 5 ml del medio de crecimiento para parar la accion de la
tripsina.

9. La suspensién de células se coloco en la centrifuga de 3 a 5 minutos hasta que
sedimento para obtener un botén celular, a 200 g, una vez formado, se removio
el sobrenadante y se adiciond 2 ml del medio de cultivo.

10. Se realizé la cuenta celular por el método del hemocitometro.

11.El botdn celular fue resuspendido en el medio de crecimiento y se sembraron
las células a una concentraciéon de 2.5-3.0 x 10° células por microplaca (de 6
pozos), la cual contenia 3 placas de oro previamente tratadas, y tres laminillas
(cubreobjetos redondos).

12.Las células se incubaron a 37°C, en atmdsfera de 95% de aire y 5% de COo-.

13.Después de 2 dias, se incubd los cultivos con citosina arabinosa 10 M por 24
hrs.

14.Se cambid cada 2-3 dias el medio de cultivo.
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Siliconizacion del material de vidrio:

El material de vidrio empleado en la elaboracion del cultivo primario se siliconizo
(pipetas Pasteur, cajas de Petri). Para lo cual se sigui6 el siguiente protocolo:

Se diluyé la solucion de SIGMACOTE a 0.1-1% en agua ultrapura. El material se
sumergio en la solucion anterior, para lavarlo por dentro y por fuera. Se seco por varios

minutos a 100°C. La esterilizacion se realizd con calor seco.

Cultivo de la linea celular PC12

Las células PC12 son una conveniente alternativa para cultivar neuronas, para estudiar
el efecto y los procesos de diferenciacion del factor de crecimiento neural. Cuando las
células PC12 son cultivas en medio que contenga suero, estas adoptan una forma
redondeada, proliferando a alta densidad. Bajo estas condiciones, PC12 dispara
muchas de las propiedades asociadas con las células adrenales cromafin inmaduras
y con simpaticoblastos. Cuando se cambian las concentraciones de NGF, estas células
cesan la division, empiezan a ser eléctricamente excitables, extienden largas neuritas,
y gradualmente adquieren muchas caracteristicas de neuronas maduras. En
condiciones libres de suero, el NGF no solo promueve la diferenciacién celular, sino
también su supervivencia [79].

El medio de cultivo para crecimiento de PC12, se compuso de RPMI 1640, adicionado
con 10% de suero de caballo, 5% de suero bovino fetal, y 1% de

penicilina/estreptomicina, y fue almacenado a 4°C. El medio para congelar células
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consistié en mezclar 1 volumen de dimethil sulfoxido (DMSQO) con 9 voliumenes del
medio completo de crecimiento.

Para la diferenciacion de PC12, las superficies de las cajas de cultivo fueron
previamente tratadas con 50ug/mL de colageno, en acido acético al 0.1%, toda la

noche, a 37°C, 5% CO:..

Cultivo de la linea celular N1E-115
Las células de Neuroblastoma Murino (N1E-115) fueron crecidas en Dulbecco’s

modified Eagle médium (DMEM), con 4.5 g/litro D-glucosa, con 10% de suero bovino
fetal, 1% de L-Glutamina y 1% de antibi6tico-antimicético. La diferenciacion fue

inducida con 2% de DMSO en el medio, como se ha descrito previamente [80].

Equipo Electrofisiolégico

Los equipos empleados para hacer las mediciones correspondientes de la actividad
eléctrica en el sistema desarrollado, forman parte de la instrumentacion necesaria en
el estudio de dos de las técnicas mas comunmente utilizadas en electrofisiologia: el
registro intracelular y el registro extracelular.

El material celular a estudiar y la terminal a tierra del equipo son sumergidos en una
solucidn electrolitica. Posteriormente, se hace contacto fisico entre el material celular
y la micropipeta. Ambas técnicas, utilizan micropipetas con caracteristicas diferentes

dependiendo la técnica que se vaya a trabajar.
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Construcciéon de micropipetas

Las micropipetas son construidas a base de capilares de vidrio que se colocan en un
estirador el cual aplica una tension en los extremos mientras que en el centro se aplica
calor, con esto se logra que el capilar se parta en dos. Con los parametros que se
programan en el equipo se pueden obtener diferentes diametros y longitudes de la
punta de la micropipeta, a continuacién, se pule la punta calentando su superficie con
el fin de eliminar cualquier residuo de vidrio que pudiera rasgar el material celular o
modificar las mediciones. Con esto, es posible modificar la resistencia que se obtiene
de la micropipeta. Dependiendo su uso, la resistencia de una micropipeta puede variar
entre 1 y 100 MQ. A continuacion, se llena con una solucién electrolitica que ayuda a
conservar la continuidad eléctrica en el circuito cuando la micropipeta se coloque en la
terminal del equipo. En ocasiones al llenar la micropipeta con la solucion, es posible
gue queden burbujas de aire en la punta lo que provoca efectos indeseables en el
sistema agregando una resistencia en serie muy grande, es por lo tanto necesario

eliminarlas completamente.
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Solucién Intracelular

Para preparar 100 ml, a pH = 7.2 (Ajustado con KOH).

Componente

NacCl

KCI
CaClz
MgCl2
Glucosa
HEPES

EGTA

Solucién Extracelular

Para preparar 100 ml, a pH = 7.4 (ajustado con NaOH).

Componente Peso Molecular

NaCl
KCI
CaClz
MgCl2

HEPES

Peso Molecular

58.44

74.55

110.99

203.30

180.16

238.3

380.35

58.44

74.55

110.99

203.30

238.31

mM

10

140

100.

10

11

mM

151.5

4.5

2

Cantidad (g)
0.05844
1.0437
0.011099
0.02033
1802
0.23831

0.418385

Cantidad (g)
0.885

0.0335
0.02220
0.02033

2.383
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Dispositivo externo para la aplicacion y control de la sefial eléctrica en EFM

En la microscopia de fuerza electrostatica se requiere que la muestra presente
propiedades eléctricas, especificamente carga electrostatica superficial.
Recientemente se ha buscado la forma de caracterizar muestras de materiales
conductores, que necesitan de una fuente de energia externa para proporcionar ya
sea una diferencia de potencial o una corriente eléctrica y asi incrementar el efecto de
las cargas en la superficie del material, facilitando con ello, la adquisicién de imagenes
de potencial con el EFM. Dada esta necesidad, se requeria un dispositivo que
proporcionara esta energia, la idea de este dispositivo es usar el microelectrodo
comercial como una muestra conductora que forma parte de un circuito eléctrico y
poder enviar una diferencia de potencial a través de sus electrodos. En el caso del
estudio de las células nerviosas esta parte es crucial para observar el mecanismo de
transporte de sefiales entre estas.

El dispositivo fue disefiado anteriormente en el laboratorio de Nanotecnologia e
Ingenieria Molecular de la UAM-Iztapalapa. Tiene la finalidad de proporcionar y
controlar la diferencia de potencial que debe ser aplicado a la muestra que fue
caracterizada con EFM. El dispositivo esta constituido por un conjunto de elementos
resistivos, una llave de cambio o llave de seleccién y un interruptor. El disefio permite
seleccionar con la llave, la magnitud de la resistencia eléctrica que presentara el
dispositivo, la seleccion se puede hacer entre 12 valores discretos de resistencia que
van de 0 ohm a 100 Megaohms [32].

Este dispositivo cuenta con dos terminales de entrada y dos terminales de salida, en

la entrada debe ser conectada una fuente de potencial, para lo cual es recomendable
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utilizar una o varias pilas o baterias, ya que el potencial que proporcionan es muy
estable, en las terminales de salida se debe conectar la muestra. Es importante
mencionar que el uso de la corriente eléctrica puede dafar el sistema de control del
piezoeléctrico de AFM. Una vez conectado el dispositivo externo, el interruptor es

utilizado para aplicar o eliminar el potencial eléctrico.

Figura 26. Dispositivo externo para la aplicacién y control de la sefial eléctrica
en EFM.

El disefio del circuito permite conectar un amperimetro o multimetro para monitorear
la corriente eléctrica o la diferencia de potencial, esto es posible gracias al empleo de
conectores hembra del tipo universal. En la Figura 26, se puede apreciar los cables de
conexion: un par de cables con micropinzas tipo caiman para la conexién de las
muestras, un “broche” para bateria de 9 Volts y un cable con pinza tipo caiman para

conexion a tierra [32].
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Se encuentran aplicaciones sobre diversos tipos de microelectrodos, vinculos para
consultar su manejo, también se encuentra informacioén sobre congresos y reuniones

con respecto a esta area.

http://multichannelsystems.com
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Abstract
This paper shows the simultaneous recording of electrical activity and the
underlying ionic currents by using a gold substrate o culture NG1OE-15 cells.
Cells grown on two different substrates (plastic Petri dishes and gold substrates)
were characterized quantitatively through scanning electron microscopy (SEM) as
well as qualitatively by optical and atomic force microscopy (AFM). No
significant differences were observed between the surface area of cells culturad
on gold substrates and Petri dishes, as indicated by measurements performed on
SEM images. We also evaluated the electrophysiological compatibility of the
cells through standard patch-clamp experiments by anal vzing features such as the
resting potential, membrane resistance, ionic currents, etc. Cells grown on both
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subsirates showed no significant differences in their dependency on voltage, as well
as in the magnitde of the Na+ and K+ current density ; howewver, cells cultured on
the gold substrate showed a lower membrane capacitance when compared to those
grown on Petri dishes. By using two separate patch-clamp amplifiers, we were able
to record the membrane current with the conventional patch-clamp technique and
through the gold substrate simultaneously. Furthermore, the proposed technigque
allowed us to obtain simultaneous recordings of the electrical activity (such as
action potentials firing) and the underlying membrane ionic currents. The
excellent conductivity of gold makes it possible o overcome important
difficulties found in conventional electrophysiological experiments such as those
presented by the resistance of the electrolytic bath solution. We conclude that the
technique here presented constimtes a solution to the problem of the
simultaneous recording of electrical activity and the underlying ionic curents,
which for decades, had been solved only partially.

Keywords: Biophysics, Cell biology

1. Introduction

The use of biomaterials has become increasingly important for the design of new
medical devices, where it is extremely important to have a deep understanding of
both its constitution and properties. In this regand, biocompatibility is a key aspect
that should be always addmessed. One of the materials recently proposed as a sub-
strate for cell culuring is gold. In fact. several excitable cells have been successfully
culmred on gold electrodes (Mam et al., 2004; Heller et al., 2003; Brunetti et al.,
2010; Mrksich et al., 1996; Romanova et al., 2006; Soussou et al., 2007, Coletn
et al., 200%; Yoon and Mofrad, 2011). However, to our knowledge, a systematical
study of the effects of gold on the electrical properties of cells as well as a detailed
study of its electrophysiological biocompatibility are still missing. In spite of this,
there are some good reasons for using gold as a substrate: it is a noble metal that
does not readily react with salts and molecules found in physiological solutions; it
does not react with cellular material and it is a biocompatible material. Moreover,
a5 has been shown in recent studies, it possesses interesting features that make it suit-
able for atomic force microscopy (AFM) studies of the momphological properties of
cells at a molecular level (flat gold substrate Au(111)) (Brunetti et al., 20010 Staii
et al., 2000 Acosta-Ciarcia, 2003).

Ini vitre extracellular recording electrodes have been developed for over 30 vears in
order to study the electrophysiological processes oocurring in both isolated and
coupled excitable cells. This has lad to a better understanding of the relationship be-
tween their electrical behavior and function, which in turn has allowed us to eluci-
date possible applications in other fields such as pharmacology. In recent years, there
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have been important efforts aiming to culture excitable cells on subsirates containing
metal racks (biochips, microelectrode arays) in order to perform extracel lular re-
cordings of their electrical signals. Gold, in its pure or modified state was among
the most used metals in these experiments (Mam et al., 2004; Heller et al., 2003;
Brunetti et al., 2010; Mrksich et al., 1996; Romanova et al., 2006; Soussou et al.,
2007 Coleti et al., 2009; Yoon and Mofrad, 2011},

In general, cell culmres are grown on suitable substrates to ensure proper adhesion
and cell proliferation. Normally, gold tracks are added to the recording electrodes to
measure the electrophysiological behavior of cells (Lin et al., 2008). A common
variation of this technique consists in using gold spot electrodes instead of tracks.
For this purpose, gold hemispheres have been designed to increase the contact sur-
face between the recording electrode and the cell membrane (Hai et al., 2009), These
techniques have allowed both extracellular and intracellular recordings of the elec-
trical signals and have shown promising results (Fertig et al., 2002; Xie etal., 2012).

In summary, gold has proven to be anexcellent electrical conductor for the recording
of the electrical signals of cells. Moreover, evidence suggests that it does not have
negative effects on cultured cells. Studies performead to discard harmfil effects of
gold were focused mainly on the morphology of the cells. In most cases, gold sub-
strates were suitable for performing electrophysiological experiments at the cellular
level (Mam et al., 2004; Brunetti et al., 2010; Xie et al., 2012; McAdams et al., 2006,
Heller et al., 2005). For these reasons, a study of the possible effects of gold on the
electrical properties of excitable cells is needed.

Yoltage-clamp and current-clamp techniques have been extremely valuable for the
electrophysiological characterization of excitable cells (Hille, 2001; Marty and
Meher, 1995; Purves, 1951). However, these techniques are known to have several
important limitations that have been the subject of intensive research for decades.
For instance, when studying cells with large membrane currents () using the
current-clamp technique, a voltage drop caused by 1, itself and the resistance orig-
inated by the electrolytic bath solution (in which cells are immersed during the ex-
periments), introduce an undesimble error in the measurement of the membrane
potential (W) (Purves, 198 1: The Axon Guide, 2012). This resistance is equivalent
to an additional resistor in series between the cell and ground, which often results in
an additional source of error when measuring ¥, since the voltage measured in the
current-clamp mode is, in fact, the sum of ¥V, and the voltage drop across the resis-
tance of the electrolytic bath. This problem is accentuated when the membrane cur-
rent (1) increases significantly because it also increases the voltage drop across the
bath solution (Purves, 1981 ; The Axon Guide, 2012). Another impotant linitation
is that these techniques do not allow us to obtain simultaneous high-quality record-
ings (ie. with good signal to noise ratio) of the action potentials and the underlying
wmic currents (Dietrich et al., 2002; Banyasz et al., 201 1; Barra, 19%6; Bean, 2007,
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Berecki et al., 2005; Doerr et al., 194 Economo et al ., 2010; Nowotny et al., 2006;
Mouolnar and Hickman, 2007 Wilders, 2006). Recently, this limitation was overcome
by using carbon nanotubes as a substrate for cell culring (Momles-Reyes et al.,
2016). In this work, we propose that gold substrates can be used instead of carbon
nanotubes to perform simultanesus measurements of electrical activity and the un-
derlying membrane currents. In addition. it is important to note that given the excel-
lent conductivity of the gold substrate, it makes possible to eliminate the resistance
produced by the electrolyvtic bath solution in electrophyvsiological studies.

This work is structurad as follows. First, we investigated if the gold substrates used
are suitable surfaces for cell culturing. Next, we evaluated the electrical response of
the cells grown on the gold substrate by analyzing the voltage-dependent Na'
(Iyay ) and K* (g, ) currents, which are mainly responsible for the generation of
action potentials. Then, we use the gold substrate as an electrode by connecting
it to virmal ground, which ensures a zero voltage in the immediate vicinity of the
cell membrane, thus preventing the flow of ions to ground through the bath solu-
tion, which introduce an error in the measurement of V, in electrophysiological ex-
periments. Finally, we show how the use of this electrode allowed us to perform
simultaneous recordings of the electrical activity and the underlying ionic currents,
which represents an important improvement over the standard patch-clamp and
other similar techniquas.

2. Material and methods
2.1. Gold substrate (Au(111))

Gold substmte (Gold Arrandee TM, Au(111)) was used for culturing NG108-15
cells (Fig. 1%). The substrate area was about 1 e and 0.8 mm thick. It was cleanad
by immersion in pure water (milliQ}} and subjected to ultrasonic weatment for 5 mi-
nutes in absolute ethanol. Gold substrate was electrically connected to a silver wire
(AGTO310 WPI USA) of 30 mm length with carbon conductive paint (Peleo 16053,
Ted Pella Inc., USA) to build the electrodes.

The system was allowed to dry at room temperature for approximately 12 hrs. Elec-
trical continuity between the silver wire and the gold substrate was verified and
measured before usage. In order to achieve better mechanical support and electrical
isolation, the connections and the silver wire were coated with Sylgard (SYLG184
WPL, USA). Then, it was placed on an electrical grid at a temperature of 60—80 *C
for 5 minutes to accelerate the curing process. The substrate was sterilized (before
being used for cell culturing) by autoclaving at 15 Ibs., 140 °C for 20 minutes
and then exposad to ultraviolet light for 5 minutes.
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Fig. 1. Diagram of the experimental setup showing the two pach-clamp sysiems and the cells grown on
the gold subsirate. () Indicates the cell mder study. Amplifier A1 was used o perfiorm the standard
valiage or cumrent clamp experiments using 8 micropipete (M) while Amplifier A2 is vsed o maintain
the gold substrate at virmeal ground. (B) resitances, (C) capacitances, {T) 2N401 tramsision, (1) U430
FET wansisior, (&, B, C) LF356 Op-Amp., (B} Cumentvoliage converer feedback nesstance
(100 MO, (1) outpet cument. Potentiometers in A {8) & uwsed 1o adjust e bias coreent 1oz,
(b is used 1o improve te signal o nodse ratio. Polentiometer {c) in B does the frequenc y compensation
{increase the bandwidih in the cument-volage convener). *Gold subswrate with an area of 1 cm'
Swuciural details of a of 200 pmi surface obtained by abomic force microscopy are shown {2oom). Tt
consigs of gold graing with a diameter of aboot 1=2 pm. Noke tat the grain surface is atomically flat

2.2, Cell cultare

The NCG108-15 cell line was acquired from ATCOC (Lot No. 58078652) NG108-15
cells were prown in monolayer cultures on plastic Petri dishes containing Dulbecon™s
Modified Eagle Medium (DMEM, Gibeo, cat. 2106302%) supplemented with 105
fetal bovine serum (FBS Giboo, cat No. 160000). 1% L-glutamine, 0.1 mM
hypoxanthine, 400 nm aminopterin, 0.016 mM thymidine and 1% penicillin-
streptomycin (GIBCO, cat. No. 15140) in a humidified incubator equilibrated
with 3% C0= and 95% air at 37 °C. Cells were subcultured 15—20 times before
grown in both plastic Petri dishes (control) and on the gold substrates.

2.3. Cell culare on the gold substrate

The gold substrate was placed in a plastic Petri dish (Corning 35 mm). Supplemented
DMEM culture medinm was added until the substrate surface was covered. The sub-
strate was then maintained at 37 *C in an atmosphere of 3% CO» and 95% air for 2
hours before seeding, NG108-135 cells were placed onto the gold substrate at a den-
sity of 1 x 107 cells/ml and afterwards were incubated for 4 days. The medium was
replaced every 48 hours until the beginning of the electrophysiological experiments.
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2.4. Atomic force microscopy ( AFM)

Studies of cell morphology were performed with atomic force microscopy (AFM,
Nanoscope 01 Mulimode SPM, Digital Instruments, Santa Barbara, California),
in tapping mode, with AFM tips model TESP (f silicon: 325382 kHz, k: 2080
MN/m, Veeco), at a scan rate of 0.5 He.

2.5, Scanning electron microscopy (SEM)

SEM Micrographs were taken with a scanning electron microscope (JEOL JSM-
5900 LV). All the samples were fixed in 5% glutaraldehyde for 2 hrs and dehydrated
in 20—100% ethanol. After drying using the critical point dryer, the samples were
coated with gold. The SEM was operated at 15 k'Y accelerating voltage, with scat-
tered electrons at a working distance of 25 mm. SEM images (500X amplification)
were digitally processed to quantify the surface area of the cells cultured over both
the gold substrates and petri dishes. Surface area was computad by segmenting the
cells using a threshold value: then the noise was removed with an erosion procedure,
followed by a closing process applied in order to fill the holes in the region of inter-
est. Incomplete cells at the border regions of the images were manually removed.

2.6. Electrophysiology measurements

The electrical properties of the NG108-15 cells culured in plastic Petri dishes and on
the gold substrate were evaluated. An Axopatch 200A (Axon Instruments) amplifier
in the whole<ell and curent-clamp configurations was used to measure ¥V, and L,
respectively (Fig. 1) pClamp software (Axon Instruments) was usaed for stimulation
control and data acquisition. Signals were acquired through a Digidata 1200 con-
verter card (Molecular Devices, CA). Signal processing was performed in Clampfit
10.2 (Molecular Devices. CA) and GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). The sampling rate for the INa and 1K was 204 kHz and 2.56
kHz respectively.

Pipettes (2—4 ML) were filled with intracellular solution containing (in mM) 10
Nalll, 140 KCL, 1 MgCls, 11 EGTA and 10 HEPES adjusted to pH 7.2 with
KOH. The bath electrolytic solution contained (in mM) 151.5 Na(l, 4.5 KCl, 2
CaCly, 1 MgCl,, 5 HEPES (pH adjusted to 7.4 with NaOH). All reagents were
obtained from Sigma Aldrich. Solutions were filtered using 0.2 pm filters. A
comparative analysis of the resting potential (Vr), input resistance (Ri), membrane
capacitance (C,,) and voltage-dependent Na' and K' currents was performed in
MG 108-15 cells grown on plastic Petri dishes and on gold substmte. V, was regis-
tered in current clamp mode with I = (0.

Membrane capacitance was obtained using the voltage step method as described else-
where (Lollike, 1999: Gentet et al., 2000). The capacitive current through the cell
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membrane can be expressed as 1 = C(dV,/dt). Integrating both sides of this equation
we obtain [Ldt = Cp[d Vi = Cou(Vie— Vi), wherein this case Vi, is the holding
potential and ¥ ;2 is the voltage pulse applied to the cell. We used a small hyperpola-
rizing pulse (V» = — 10 mV} in order to prevent the activation of the voltage-gated
ionic currents and, as a result,  only obtain the ransient capacitive currents (along
with a linear ionic current that was completely eliminated). Once the transient capac-
itive current was obtained (see Fig. 2), the capacitance of the cell membrane (typically
in the pF range ) was determined as Cp, = [1dtA(Vmo— Vi b where [Idt is the areaun-
der the curve shown in Fig. 2. lonic currents were normal ized to cell capacitance inor-
der to obiain the corresponding cumrent densities, which allowed us to compare the
ionic currents produced by the NG108-15 cells grown on the different substrates,
regardless of the size of the cells. In these experiments, the bath solution was kept
grounded. Results are presentad as means = 5D, Student t42st was used to examine

significant differences between groups means,

The experimental arrangement described above was modified for a second series of
ex periments in which L, was measured at all imes regardless the patch-clamp config-
uration used (voltage or curent-clamp). For this purpose, a second voltage-clamp sys-
tem was constructed following the specifications of Hamill O. P. et al. (Hamill et al.,
1981 Sigworth, 2009). Special care was always taken to ensure that the bias current
and the offset voltage were set to zero (Fig. 1). Thus, I, was measured through the
second woltage<clamp system regardless the settings used in the first amplifier
(voltage or cument-clamp mode). As shown in Fig. 1, Amplifier A1 was used in
the whole-cell mode for voltage-clamp ex periments where ¥V indicates the voltage
pulses applied to the cell and 1, is, in this case, the output of the Amplifier Al. When
Amplifier A1 was configured in the cument-clamp mode, V3 in Fig. | indicates the

Vh=-70 mV

Artiele No—a00550

_| Vm=-80 mV

Fig. . The area wmder the curve (shaded) of the transient capacitive cument {Ic) of the cell membrane of
a NGI08-15 cell elicited by a vohage pulse of —10 mV from a holding poential (Vh) of =70 my.
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cument pulses applied to the cell while Vo, would be the output of Amplifier A1. On
the other hand, Amplifier A2 was used both to maintain the gold substrate in virtual
ground and o measure L;, simultaneously. It is worth mentioning that this is possible
because, in order to keep the gold substrate in virtual ground, Amplifier A2 injects a
curment of identical magnitude and tem poral course of 1, but opposite in sign. Ampli-
fier Al was connected to the recording micropipette (M) while Amplifier A2 was con-
nectad to the gold substrate through a silver wire electrically isolated from the bath
solution. This experimental design allowed us o measure I, or ¥, during voltage
or currentclamp experiments through Amplifier Al, respectively. In addition, it
wis possible to simultaneously measure the course of L, through Amplifier A2, Sam-
pling rate for the simultanecus recording of Vo, and L, was 24.4 kHz,

3. Results
3.1. Characterization of the cell culture

To verify that gold is a suitable substrate for culmring NG108-15 cells, we evaluated
the growth and the quality of the cellular material at different phasesand conditions by
monitorng the morphology of the cells (Fig. 3). The progress of cell growth in plastic
Petn dishes and on gold substrate was monitored daily by optical microscopy (reflec-
tive mode, Fig. 3a and b, respectively). In pamicular, it is important to mention that
cells cultured on gold substrate showed good adhesion which allowed them to prolif-
erate to such extent that 100% confluence was reached in just 5 days. Qualitatively, no
significant morphological differences between cells culured in plastic Petri dishes
and on gold substrate were observed. The size of the cells ranged between 16 to 25
pm. Well-adhered cells and dendrites growth were observed in both culmres
(Fig. 3cal.e.f). In addition, these cells showead wegular and ty pical cell bodies which
is consistent with previous reports about the morphological characteristics of the
NG108-15 cells (Tojima et al, 1998, 2000a, 2000b). Areas measured from SEM
images (S00X) of cells cultured on Petri dishes (1.1264 = 107 £ 0292 = 107 p°
n = 112) and gold substrate (1.2675 = 10° + 0.289 = 10° p°. n = 63) did not
show significant differences (p < 0.03). Overall, these results, obtained by different
microscopy techniques, show that morphologically, cultured cells are in good
conditions and well adhered o the substrate, which is particularly important o obtain
adequate electrophysiological measurements.

3.2. Comparison of the passive and nonlinear electrical
propertics of the NG108-15 cells culiured in plastic Petri dishes
and on gold substrate

Passive electrical properties of the NG108-15 cells cultured were studied in order to
identify the differences between cells grown in plastic Petri dishes and on gold
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Fig. 3. Images of the NG108-15 cell culture obtained by optical microscopy at 4 days of cultivaton in
plastc Peri dishes (a) and on gold substrate (b). Morphological details are clearly observed in the SEM
micrograph (¢—d) and in the APM image (e—f). Typical bodies, well-adhered cells and dendrites growth
were observed in both culmres; the size of the cells ranged between 16 10 25 pm.

substrate. Initially, the resting potential (V,) and input resistance (Ri) were analyzed
in both substrates. V, was measured using Amplifier 1 in current-clamp mode with
the bath solution grounded (see Section 2.6). Then. the cell was polarized to —60 mV
by the injection of a DC current, where current pulses of different magnitudes were
applied to produce changes in the membrane potential (AV,,) (Fig. 4a). Voltage-
current curves (AV, - I;) were constructed and fited by linear regression
(Fig. 4¢). Ri was then determined by the slope of the line fitted to the AV, - 1, rela-
tion. The results obtained are summanzed in Table 1. The average value of the V;
measured from cells cultured on gold substrate was slightly lower in comparison
to the value obtained from the cells grown in plastic dishes. In contrast, the average
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Fig. 4. Cument pulses applied to the cell and the associated changes in V. &) Typical show membrane
potental reconding obtained from cells grown on plagic Peri dishes (contol ). Hypemolarzing (<) and
depolarizing (+1) corrent pulses were applied. The hyperpolarizing pulses producsd lnesr changes in Vo
while the depolarizing pubes produced a nonlinear response of Ve, ofien wiggering the appearance of
action potentials. b) The same protocol of coment pubes was wed for cells grown on gold subsirae .
In this case, an indwoed o2l threshold depolarization shows a slow depolanzng-repolarizing NG 18-
15 woliage wave. Cells grown on both Petri dishes and gold subsirate displayed slow membrane poten-
tiak when depolarizing cument pulses wene applied. ¢) The AV - I relation was obtained by ploting
the ssymptatic valee of W againg the magnitude of the come sponding hyperpolanizng pukes (< = 1),
in the range where AW _ shows a linear behavior. The AV - I relation was then fited wing linear
regression to obtain Ri, which is given by the slope of the fitted line.

value of the Ri of cells grown on gold substrate was larger than the one obtained in
cells cultured in Petri dishes. It should be noted, however, that these differences were
not statistically significant (p = 0U05), which allows us to conclude that the gold sub-
strate did not affect the Ri and the W, of the cells. Onthe other hand, C,, is affected in
a very significant way (p < 0.01), being lower in the cells cultured on gold. As can be
seen in Figs. 3b and 4a. depolarizing current pulses (+i) produced a nonlinear
response of the V,, in cells cultured on both plastic Petri dishes (Fig. 4a) and on
gold substrate (Fig. 4b). In addition, it can also be observed that the shape and
magnitude of the slow depolarizing-repolarizing NG108-15 voltage wave produced
were similar in both cases.

Voltage dependent Na+ and K+ currents (L, and Iy, respectively) were reconded
in cells grown in both plastic Petri dishes and gold substrate using Amplifier Al in
voltag e-clamp mode with the bath solution grounded (described in Section 260, Ly,
and Iy, were elicited by 10 and 100 ms depolarizing pulses, respectively. Due to the
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Tahble 1. Passive and nonlinear electrical properties of NG108-15 cells cultured
on conventional plastc Petri dishes and on pold substrate (**denotes very sig-

nificant differences p <2 0,003, the rest of the experiments show no significative

differences p = 0.05).

Flaste Petri dish (zold substrate
. (m¥) =301 =721, n= 18 -¥%2+ 155, n=25
R (MY 106 =T8535, n= 14 2014 £ 17978, n =20
C_nipﬁ 1199 = 6d. 1, n= 10 4L6 + 220, n = 1

rapid activation of Ly, and the slow activation of Iy, it was possible to measure the
MNa' peak currents without the need of selective blockade of the K* current. Simi-
larly, when the K' peak current is reached, the Na' current is fully inactivated
already, which indicates that the K peak current is not affected by the Na* current.
This is demonstrated in Fig. 5, where both currents (recorded separately) are shown
superimposed (Na' solid line and K* dashed line). The inward Na® current was re-
corded by replacing K" by Cs' in the pipette solution in arder to block the K' cur-
rent. Similarly, the K cument was isolated by adding Tetrodotoxin (600 nM) to the

bath solution.

Results of the voltage-clamp experiments performed in cells cultured in Peiri dishes
are shown in Fig. 6. Negative fast-inactivating currents showing the characteristic
behavior of Na' currents (Iyay ) are displayed in Fig. 6a The peak Iy, — Vo, rela-
tion (Fg. 6b) was used to determine the maximal Na " conductance for each value of

+ 20

1000 pA

e
10 ms o~

-?0|
IK'I-
| -
”

|=ﬂ \77

IH';

Fig. 5 Peak Ma™ and K™ cuments can be recorded without selective blockade of the Na™ and K™ cur-
rens respactively. Ma™ (solid line) and K™ {dashed line ) cuments werne elicited separately and ane shown
superi mpoded, Both cuments wene eliciied by the volage prodocol showed above, The inwand Na™ cur-
e was recorded by replacing K™ by Cs™ in the pipetie solution in order to block the K™ ¢urment. Simi-
larly, de K™ coment was isolated by adding ewrodotoxin (600 nh) to te bath solution. The numbers

ahsove indicate the depolar zation of the membrane from a ¥V, = =70 mV.
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Fig. 6. YVohage clamp experiments in cells culured on plastic Petrd dishes. a) Na™ coments elicited by
10-ms depolarizing pubkes (—6010 10 mV) from a holding potential of =70 mV. b) Ly, w. ¥V curve.
C) Bagee V& Vg curve and e fitted Bolzmann functon (smoosth curve). d) K7 cwrrents evoked by the
same proteeo] wsed in a) bot using 100-ms pulses. e) le- va. Vo corve, ) gre va. Vo curve and the fined
Bohzmann function (a = 10. In b, ¢, e, and f data ame presenied a5 mean + S0,

Von (284 = sy (V- Vigay ), where Vi, = 68 mV is the reversal potential of Na'
(Fig. 6c). A Bolzmann function was fitted to the resulting data points yielding a set
of parameters (Table 2) that characterize the Na* current and the Ma ™" jonic channels
(Hille, 2001}, The same procedure was used to analyze the K " current with a reversal
potential Vi, = - 86 m¥. However, due to its slower activation process, longer de-
polarizing pulses (100 ms) were applied (see Section 2.6). It should be noted that, as
mentioned above, measurements of Iy, were not contaminated by the Na® current
since the inactivation process of Ly, is much more rapid than the activation process
of I, (see Fig. 5). In general, we can say that the behavior observed in Fig. 6 is
similar to that previously reported in NG108-15 cells by other groups (Huang
et al., 200&; Lin et al., 20012, Wu et al, 20012). The same experiments and analyses

Table 2. Parameters of the Bolzmann functions (Y = Bottom) + (Top-Bottom)
(1 + exp(Vsg— VL VSlope)) fitted to the conductance-V , relations. No significant
differences between the cells grown in Petri dishes and on gold substrate were
detected in the parameters obtained from the fitting procedure of the conductance-
Vo, relations of the Na' and K' currents (no significative differences p = .05 for
all parameters).

Best-fit values Control (Petrl dishes) Gridd substrate

Braa Vo = 100 g, -V (o= 100 g Vo o= W) gg,-Vg (0= 10)

Botom 0.00 LR 0.00 (.00
Top 021 =014 026 + (L0 L35 +£0.32 036 = 0.19
Vi —17.60 + 489 —240 + 1.58 —20.75 £ 4.00 — 180+ B.54
Shope 7521272 140 = 1.58 6.9 £ 2.30 §.90 £ 221
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were done in cells cultured on the gold substrate. The Na ' and K* currents produced
by the same voltage-clamp protocol shown in Fig. 7, as well as the corresponding
cureent-¥,, and conductance-¥, relations are displaved in Fig. 7. It can be seen
that both currents were similar to those observed for cells grown in plastic Petri
dishes; that is, Iy, presented both rapid activation and inactivation processes and
I, showed a slow activation and a complete absence of inactivation (compare
Figs. & and 7). Moreover, the conductance—V,, relations (see Fig. T7¢ and f), as
well as the parameters obtained from the fitting procedure (Table 2), were also
similar. It is worth mentioning that to be able to compare the regisiered currents
in cells grown on plastic Petri dishes and on gold substmte, we use the current den-
sities obtained by normal izing the measured current to the cell capacitance (since the
cell capacitance is proportional to the cell area). The parameters obtained from the
fiting procedurs of Bolzmann functions to the conductance-V,, relations were
also compared in order to identify possible differences in the electrical response be-
tween the cells of both cultures.

So far, we found no significant differences between the cells cultured on plastic
Petri dishes and on gold substrate, although C,, is in fact affected in a very sig-
nificant way. In the next section, we show that it is possible to use a gold sub-
stratz to perform  electrophysiclogical measurements in NGI08-15  cells,
allowing us to record action potentials (through the recording pipette) and the un-
derlying ionic currents (recorded through the gold substrate) simultaneously. The
relevance of this methodology based on the proposed experimental technique is

discussed below.
b
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Fig. 7. Voliage-clamp expariments in cells coltured on gold sulstrate. a) Na©™ coments eliciied by 10 ms
depolarizing pulaes (—60 o 10 mV) from a holding potential of =70 mV. b) Ly, va. W curve. ) gy, .
va W curve and the fied Bolemam function (smooth curve). d) K™ corrents evoked by the same poo-
toool used ina) bot using 100 ms pukes. &) e va Vo ourve. ) gee va, Vo curve and e fited Boliz-
mann function (= 10. In b, ¢, e, and fdsta are presened a5 mean + SD.
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3.3. Recording the membrane current through a second voltage-
clamp system

All the previous current and voltage-clamp experiments were carried out using the
standard electrophysiological techniques; that is. with the recording micropipetie
connected to Amplifier 1 and the bath solution grounded. From now on, electrophys-
iological measurements were performed using amodified technique consisting in the
establishment setting the gold substrate as virtual ground while measuring the ion
currents through the second voltage-clamp system (Amplifier A2, Fig. 1). Initially,
voltage stimuli were applied through Amplifier 1 configured in the whole-cell mode.
Brief (10 ms) subthreshold voltage pulses were applied (from a holding potential of
=70 mV to —50 mV) in order to observe only the leakage and fast capacitive cur-
rents. This is shown in Fig. 8A, where the fast-capacitive currents evoked at the
beginning and at the end of the voltage pulse can be observed. It should be noted

- 50 mV 20 mV

TP e IR P e I

N O

[ .

| [

| :
¥

Fig.8. A)Membrane current (L) evoked by a subthreshold voltage clamp puke from a holding potential
Ve = =70 mV 10 a membrane voltage of =50 mV. Only capacitive currents were observed as indicated
by the tansient currents observed at the start and the end of the pulse. The cusent was registered through
the amplifier Al. B) Membrane cument simultaneously recorded through the amplifier A2 C) Currents
shown in (A) and (B) are displayed superimposed (solid and doned lines, respectively). D) A greater de-
polanizing pukses (to 20 mV) was applied to evoke the Na™ cumrent (I, . ). Both capacitive ransient cur-
rents and the inward Na© cument was observed. E) Cument measured simubaneously through the
amplifier A2. F) Cuments measured thwough Amplifiers Al (solid) and 2 (dashed line) are shown super-
imposed. Note that in D), E) and F), the capacitive currents were wuncaked to highlight the temporal
course of ky, ..
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that the leakage current was undetectable. The current simultaneously measured
thmugh the gold substrate connected to Amplifier 2 is displayed in Fig. 8B. Notice
the similarity between the current traces obtained through both amplifiers. This can
be clearly appreciated in Fig. 8C were both traces are shown overlapped. Next, a de-
polarizing pulse of a greater magnimde (to 0 mV from a holding potential of —70
mV) were applied through Amplifier 1 to elicit the voltage-dependent Na* current
(Fig. 8D). The current measured simultaneously through Amplifier 2 is also shown
in Fig. BE. The similarity between the two measurements can be clearly observed in
Fig. 8F where both current races are shown superimposed. It is noteworthy that
Amplifier 2 faithfully follows the capacitive currents while Iy, is measured with
the Amplifier 1. Both are very rapid currents, and the proposed technigue allowed
us to obtain recordings with a good signal to noise ratio, The same results were ob-
tained when long depolarizing pulse (100 ms) were applied to elicit and record Iy,
(not shown).

3.4. Simultaneous measurements of the membrane potential and
the membrane current

By using Amplifier Al in the current-clamp mode and Amplifier A2 in voltage-
clamp mode, while maintaining the gold substrate in viriual ground, we were able
to apply current pulses and to measure the membrane potential through Amplifier
Al, while at the same time, being able to measure the membrane current through
Amplifier A2, Typical recordings of these simuliansous measurements of ¥V, and
I, are shown in Fig. 9. In the experiment shown in Fig. %, a negative cument pulse
(*) was used (blue line), resulting in the hy perpolarization of the membrane potential
s expectad (red line). In this particular case, the stimulating current pulse was not
capable of riggering the firing of an action potential. On the other hand, when a pos-
itive current pulse (*) was applied (as indicated by the blue line in Fig. 9b), the mem-
brane was depolarized, eventually reaching a threshold value where an action
potential was produced (red line). The simultaneous measurement of the membrane
current (blue line) shows the positive current pulse (*) followed by the biphasic
response of the membrane currents produced by the action potential. In Fig. %, a
temporal magnification of 9b is shown, where it is possible to discriminate between
the stimulating current pulse and the temporal course of the ionic currents underly ing
the action potential. In Fig. 9d, a stimulating current pulse of 100 ms was imposed,
which allowed us to observe Ig" and ly," added to the stimulus current pulse. In
Fig. Ye, where a temporal magnification of Fig. 9d is shown, it is possible to observe
the stumulating pulse and the wnic currents underlying the action potential. This
biphasic behavior is produced firstly by the inward (negative) Na* current, followed
by the outward (positive) K' current. As expected, the depolarization and repolari-
zation phases of the action potential (red line ) are associated to the Na* and K' cur-
rents respectively. The fast Ly, that originates the depolarizing phase of the action
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Fig.®. Simulanecus measurement of I and V_. V_, recorded through the pipete using Amplifier Al &
shown in red. I {blue line) was reglsened through the gold subsirate using Amplifier A2, The asterisk
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of the jonic cuments (V, = —47TmV )L B A positive coment pube triggered the firing of an action poten-
tial The biphasic signal shown afier e stimulating pulse ane the coments producing e action polential
(We=-65 mV). c) &5 a temporal magnification of b) which allowed us to discriminate between the stin-
ulating pulke and the jonic cuments underlying the action potential. d) A positive gimolating curment
pulse of 100 ms wheme Ig,, L. coments are added o the gimolus corent pulse. e) Temporal magn-
fication of d) which allowed us 1o observe the stimulating pulse and the jonde corrents underlying the

action poental. Note that the stimuolation corrent were roncated in all waces.

potential shows a typical behavior. On the other hand, I | is only activated tran-
siently, not being maintained during the repolarization phase. These results highlight
the advantages of using the methodology here proposed over the conventional tech-
niques, which only enable us o measure the membrane potential and not the under-

Iving membrane currents.
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4. Discussion

Images in Fig. 3 show a qualitative characterization of NG108-15 cells grown on the
plastic Petri dish and on the gold substrate, where cytoplasmic extensions and reg-
ular somas can be observed. It can be seen in the AFM images, the gold substrate
does not seem to interfere with the topography nor with the shape and distribution
of the cultured cells. Amras measumed from SEM images (500X) of cells cultured
on Petri dishes and gold substrate did not show significant differences. However,
membrane capacitance measurements (Cp) indicate that the surface area of cells
culmred on gold substrates is significantly lower when compared to that of cells
cultured on Petri dishes. This effect could be due to the presence of a higher quantity
of small eytoplasmic projections (filopodia) that would be increasing the area of the
cells culred on Petri dishes. In other words, the number of filopodia would be
affectad by gold but not the soma size, since the soma area showed no significant
difference with respect to the cells cultured on Petri dishes. Due to the great vari-
ability in sizes of the NG108-15 cells it was necessary to report the results of the cur-
rents in terms of their density, where it is presumed that the ion channels are
distributed on the cell surface that includes the filopodia (Heckman and Plummer,
2013; &hwab et al., 2012).

When analyzing the passive electrical properties of the cells (ie. Riand V), we did
not find significant differences between the two substrates evaluated. Regarding the
production of action potentials, the NG108-15 cells did not show a homogeneous
behavior. For instance, control cells presented mostly slow  depolarizing-
repolarizing voltage waves while rapid action potentials were only observed occa-
sionally. It is important to mention that, in our experience, Na* and K ionic cur-
rents, @5 well as the quality and magnitude of action potentials depended heavily
on the culture time. However, if cell cultures were maintained longer, dendritic
like processes started to grow and the voltage clamp quality decreased. For this
reason, our cell culmre lasted only 4 days. During this culring perod cells grown
on Petri dishes and on gold substrates exhibited different kinetics and low amplitude
action potentials.

Cells grown on both surfaces also exhibited similar electrical characteristics. This
wias shown through a quantitative analysis of the behavior of the nonlinear
voltage-dependent won channels, which consisted in analyzing the conductance-
Vom curves by fiting a Boltzmann function in order to characterize the ionic currents
underlying the firing of action potentials (Hille, 1994), We did not find significant
differences between the fitting parameters obtained from the K' and the Nat cur-
rents obtained from cells grown on the plastic Petri dishes and on the gold substrate,
These results allow us to conclude that the gold substrate do not affect the ionic cur-
rents underly ing the action potentials.
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Ome of the most important problems found during an electrophysiological experi-
ment is the voltage drop across the resistance produced by the bath solution
(grounded) where cells are immersed. Although special designs of current-clamp
amplifiers can solve this problem partially, it would be solved entirely if there
were a good electrical conductor (as gold) grounded in the immediate vicinity of
the cell membrane instead of the electrolytic bath solution. This would reduce
the resistance considerably by allowing the membrane current to flow directly to
ground through the electrical conductor and not through the electrolytic bath solu-
ton. In this work, we solved this problem by using the gold substrate a5 an elec-
trode o ground.

The use of a gold substrate along with two voltage-clamp systems, one in the con-
ventional manner and the other keeping the gold substrate in virtual ground has
several advantages. One of the most important is that such a setup allows us to mea-
sure Iy, through the second amplifier regardless if the experiment is conducted in the
voltage or current-clamp mode. In addition, a key aspect of this experimental config-
uration is that it makes possible the simultaneous measurement of the action poten-
tials and the underlying ionic currents without the need of a special amplifier. The
lamer problem had been partially solved by other approaches (Diewich et al.
2002, Banyasz et al., 2011; Barra, 1996; Bean, 2007, Berecki et al., 2003; Doerr
et al., 19%); Economo et al., 2010; Nowomy et al, 2006; Molnar and Hickman,
2007 Wilders, 2006: Hille, 1994 Levitan, 1994). Very recently, it was fully solved
by using caibon nanotubes (maintained at virtual ground) as a substrate for cell
culturing (Morales-Reves et al., 2016).

Here, we showed that gold substrate is a suitable and effective alternative to the car-
Bon nanotubes with the advantage that gold, by being an excellent electrical
conductor, allows the reduction of the resistance observed in electrophysiological
experiments. It should be noted, however, that in contrast to what was observed
in cells grown on carbon nanotubes, patch-clamp experiments are a bit more difficult
to perform on gold substrate due to its opaque surface and its relatively lower adhe-
sivity. The former problem could be solved by using the appropriate lighting condi-
tons, and the later by using hiomolecules such as Poly-L-lvsine. It is worth
mentioning that with the methodology proposed. cell adhesion requires short
culuring periods (a day). and not 4 days as in this work.

These results support the idea of using gold substrates as a suitable material for both
electrophysiological and morphological studies of cells, although the experimenter
must be aware of the possible effects of gold on the cellular morphology. These
effects can be minimized by adopting short culturing periods (from hours to a
day) or by the deposition of biological molecules on its surface o promote the
adhesion and wellbeing of the cells on the gold substrate.
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5. Conclusions

By being inert, conductive and atomically flat. gold substrate poses important ben-
efits over other conventional substrates for cell cultring, design and construction of
electrophysiological instrumentation as well as for AFM and SEM smdies.

In this work, we observed that MG 108-135 cells grown in gold substraizs exhibited a
ty pical morphology and that they were suitable to perform further electrophysiolog-
ical smdies. although it should be noted, however, that depending on the culture
time used, gold might affect the growth of filopodia. Besides, the electrophysiolog-
ical properties of these cells, acquired through conventional patch-clamp tech-
niques, showed no significant differences in respect to the controls, although
significant differences were found in Cp,. Additionally, we propose that gold sub-
strate should be used when it is or great importance to eliminate the resistance pro-
duced by the electrolytic bath (eg. when smdying cells with large current
densities).

Om the other hand, by using a second amplifier to maintain the gold substrate as
virmal ground, it was possible © measure ¥, and I, simultaneously with a
good signal to noise ratio and, even more, without interrupting the normal devel-
opment of the action potential. We think that this simultaneous recording technique
can be auseful tool for electrophysiological studies like those involved in the iden-
tification of specific ionic currents underlying the firing of action potentials, which
is still a subject of intensive research (see for instance Refs. Banyasz et al. (20011},
Bereckietal. (2003), Doerr etal. (1990), Wilders (2006)). Moreover, the proposad
methodology may allow the direct observation of the effects of pharmacological
agents or modulators on action potentials and the underlying wonic currents
simultaneously.
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