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1.- Resumen del Proyecto

En esta tesis se presenta el proceso de disefio, construccion y pruebas de un sistema para la
adquisicion de sefiales luminicas en tejido vivo mediante el uso de fibra Optica, con el fin de
observar sefiales representativas de la actividad neuronal en animales en libre movimiento

que expresen indicadores fluorescentes asociados al flujo de calcio.

2.- Abstract

This thesis presents the design process, implementation and testing of a system for the
acquisition of light signals from living tissue using an optic fiber for observing signals
representative of the neural activity in freely moving animals expressing fluorescent calcium

flux indicators.
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3.- Introduccion

El estudio de los mecanismos cerebrales que controlan el comportamiento de los
mamiferos requiere del uso de distintas tecnologias que permitan visualizar poblaciones
neuronales especificas con alta resolucion temporal, durante tareas de libre movimiento, una
de estas técnicas, que estd siendo de gran relevancia y tiene un avance acelerado en los
ultimos afios es la optogenética. La optogenética consiste en la modificacion genética de
neuronas con la finalidad de observar su comportamiento natural o de alterarlo mediante
estimulos de luz [1]. Para la adquisicion de informacion se utilizan proteinas extraidas de
especies bioluminiscentes que son implantadas mediante infecciones virales en las células
neuronales a estudiar. Al ser usadas como indicadores de actividad neuronal estas moléculas
actian como marcadores fluorescentes que se expresan en la pared celular, modificando su
estructura en presencia de flujos ionicos alrededor de la célula, lo que pone al descubierto
una molécula de fluoréforo que emite radiacion luminica en respuesta a estimulos externos

de luz [2]. Los potenciales de accidn de las neuronas aparecen por flujos de iones a través de



la membrana celular, los indicadores de Caz+ genéticamente modificados reaccionan durante
dichos potenciales (también denominados espigas, ya que en cada potencial se incrementa el
Cao+ intracelular, ver abajo) y se aumenta la fluorescencia del &rea infectada, la fluorescencia
puede extraerse del cuerpo del animal a traves de una fibra optica implantada y la sefial puede

adquirirse con un sensor de luz.

A latécnica que engloba la extraccion de sefiales luminosas de animales vivos mediante una
fibra Optica, su filtrado y su posterior adquisicion se le conoce como fotometria de fibra
Optica y su aplicacion permite la visualizacién de la actividad de poblaciones neuronales
especificadas genéticamente con una alta resolucién temporal y durante periodos de tiempo

mayores a los de técnicas como el registro electrofisiolégico convencional.

4.- Planteamiento del Problema

El estudio de ensambles neuronales especificos en animales en libre movimiento y realizando
tareas implica varios problemas tecnoldgicos que son solucionados solo parcialmente por las
técnicas actualmente utilizadas. El registro electrofisioldgico tiene una muy alta resolucion
espacial y temporal, pero no permite observar poblaciones especificas y no puede realizarse
durante varios meses para observar las mismas neuronas por las caracteristicas de los
electrodos, también es altamente sensible a los artefactos eléctricos. La resonancia magnética
funcional tiene una menor resolucién temporal pero da mayor informacién de las areas del
cerebro que presentan actividad neuronal durante ciertos procesos, sin embargo, requiere que
los animales estén inmovilizados y habitualmente anestesiados, lo que imposibilita el anélisis
de tareas de libre movimiento y altera inevitablemente la conectividad funcional de sus
circuitos neuronales [3]. Con base en estas limitantes se requiere una técnica que permita
estudiar poblaciones de neuronas definidas genéticamente, en areas determinadas del
cerebro, mientras los animales estan despiertos y que sea inmune a artefactos eléctricos

producidos por la activacién muscular.



5.- Objetivos

Implementacion de una técnica de estudio de poblaciones neuronales mediante la adquisicion
de la fluorescencia emitida por indicadores de calcio genéticamente codificados.

e Disefio y construccion de la estructura que permita la transmision hacia fibra optica
de un haz de luz de 450nm y la extraccién de sefiales de fluorescencia de la misma
fibra.

e Disefio y construccion de un dispositivo de sensado e instrumentacion de las sefiales
de luz emitidas por GCaMP6.

e Implementacion de una interfaz de adquisicién y visualizacion de la informacion
obtenida.

e Disefio y construccion de una caja conductual para raton que permita observar su
actividad neuronal durante actividades apetitivas y consumatorias mediante la técnica

de fotometria de fibra optica.

6.-  Solucion Propuesta

Basado en propuestas de disefio realizadas por el laboratorio de Karl Deisseroth se propone
la implantacion en el cerebro del raton por cirugia estereotaxica de una fibra Optica
multimodal de 400 um y apertura numérica de 0.48 fijada al craneo del animal con una férula
de acero inoxidable y acrilico dental, la férula puede acoplarse a otras fibras con “sleeves”

de zirconia que las mantienen fijas y alineadas.

La luz obtenida de la fibra acoplada es colimada mediante un objetivo de 40x y el haz dirigido
a un cristal dicroico con una longitud de onda de corte de 495 nm. Sobre el dicroico se refleja
una luz proveniente de un diodo laser de 450 nm, que excita las moléculas de fluor6foro en
el area donde fue implantada la fibra Optica. La fluorescencia de los fluor6foros no es
reflejada por el dicroico, pasa por otro filtro optico pasa-banda para luz verde y se enfoca
mediante lentes sobre la superficie de sensado del fotodiodo de avalancha.



La sefial del fotodiodo de avalancha se procesa analégicamente y es digitalizada, la
informacion resultante se envia a la interfaz de usuario para ser comparada con el analisis

conductual del animal (Fig. 1).
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Fig. 1 —Esquema de la fotometria de fibras con el tratamiento 6ptico de la sefial de fluorescencia y
los bloques de adquisicion e interfaz (Arriba). Comportamiento esperado de la sefial de

fluorescencia obtenida durante potenciales de accion con lineas rojas (Abajo)

Para realizar los experimentos se requiere un ambiente controlado donde el raton pueda
entrenar y realizar las tareas que seran analizadas, considerando que a lo largo de los
experimentos el ratén tendra una fibra ptica conectada. Existen en el mercado distintas cajas
conductuales para estos prop6sitos, pero sus altos costos, tiempos de importacion y limitantes
mecanicas (por la fibra) las hacen poco practicas para este caso, por lo que se opta por fabricar

una nueva caja, donde puedan utilizarse los aditamentos de otras cajas (puertos para



bebederos, dispensadores de pellet y palancas retréctiles) y cuya configuracion pueda

cambiarse con facilidad para montar nuevos experimentos (Fig. 2).
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Fig. 2 - Plano superior de caja conductual personalizada
7.- Antecedentes
7.1.- Relevancia del Calcio en la Actividad Neuronal

Las células neuronales de todo tipo utilizan al calcio en funciones clave como la transcripcion
genética que es un proceso relativamente lento de varias horas de duracién, en las terminales
presindpticas permite la liberacion de las wvesiculas sinapticas que contienen
neurotransmisores, en las terminales postsinapticas es el incremento transiente de calcio en
las espinas dendriticas lo que induce la plasticidad neuronal dependiente de actividad. El
constante flujo de entrada y salida a través de sus canales y receptores asi como el enlace y
liberacion de calcio a través del cuerpo celular, dendritas, terminales sindpticas y almacenes

internos como el reticulo endoplasmico determina la concentracion total de calcio en la



neurona [4]. Las neuronas de los mamiferos en su estado basal generalmente tienen una
concentracion de calcio intracelular de alrededor de 100 nano molar, que puede

incrementarse hasta 1000 nano molar durante la generacion de potenciales de accion [5].

7.2.- Proteinas fluroescentes e indicadores de actividad neuronal

Los cambios en la concentracion de calcio en el citosol de la neurona pueden ser detectados
cuando proteinas quelantes de calcio u otras moléculas sensibles a calcio conjugadas con un
fluordforo son introducidas en la célula. Cuando estas proteinas o moléculas interactiian con
los iones libres de calcio en el interior de la célula modifican su estructura y cambian su
luminosidad o fluorescencia. En la actualidad, los indicadores mas usados para observar
actividad neuronal son los GCaMP, debido a las propiedades cinéticas de esta familia y su
capacidad para ser empaquetados en constructos virales o en lineas transgénicas de animales

para apuntar a tipos especificos de células in vivo [6].

El desarrollo de los indicadores fluorescentes de calcio GCaMP6 es reportado en la revista
Nature el afio 2013, por Tsai-Wen Chen, donde afirma que pueden detectar de forma

confiable potenciales de accion individuales [2].

El GCaMP6 es un indicador de calcio genéticamente codificado (GECI), como mejora a la
proteina originalmente disefiada por Junichi Nakai. Esta conformado de una proteina verde
fluorescente mejorada (eGFP), calmodulina y M13 que es una secuencia de péptidos de la
miosina cadena ligera kinasa, necesaria para la contraccion en fibras musculares (Fig. 3). Al
unirse con el calcio, la interaccion entre la calmodulina y la secuencia M13 causa un cambio
conformacional en el complejo lo que lleva a un incremento en la emision de fluorescencia

del eGFP detectable por métodos opticos.

10



Fig. 3 - Modelo molecular del indicador GCaMP6, adquirido de https://www.janelia.org/open-

science/gcam

El modelo de GCaMP6 que es uno de los indicadores més recientes tiene una alta relacion
sefial a ruido y menores tiempos de respuesta y recuperacion que las versiones anteriores lo
que permite al indicador responder a estimulos de alta frecuencia como son los potenciales

de accion individuales [7].

El funcionamiento de los GECI y de otros indicadores de calcio se basa en la deteccion de
cambios de concentraciones citosolicas de iones, para detectarlos necesitan enlazarse con
ellos, asi que los indicadores estan funcionando como buffers exdgenos de calcio. Solo por
estar presentes estan alterando la concentracion de calcio y alterando su dindmica
intracelular. La medida de la afinidad de estas proteinas hacia el calcio se conoce como
constante de disociacion Kq. Una constante de disociacion baja permite observar cambios
mas sutiles y de mayor velocidad en las concentraciones de calcio, pero son mas susceptibles
a ruido, mientras una constante alta tiene una menor resolucion temporal pero una mayor
relacién sefial a ruido. El indicador GCaMP6f (fast) es un ejemplo de baja constante de
disociacién, mientras que el GCaMP6s (slow) tiene un alta constante de disociacion, de ahi
sus respectivos nombres. Como forma de establecer la eficiencia de los indicadores y las
mejoras en su disefio se suelen comparar con las generaciones anteriores registrando su

respuesta ante conjuntos de potenciales de accion (AP) (Tabla 1).
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Tabla 1 - Caracteristicas de los Indicadores de Calcio GCaMP6 en comparacioén con GCaMP3

Fluorescencia Basal | Rango Dinamico )
_ ) SNR, relacion sefial a
Indicador Fo relativa a|AF/Fo con 160 )
ruido con 1 AP

GCaMP3 AP

GCaMP6s ~0.8 ~1700 =111

GCaMP6f ~0.7 ~1300 =5

7.3.- Expresion de indicadores de calcio in vivo

Con el fin de introducir los indicadores de calcio a los animales en los que se realizaran las
mediciones existen dos métodos, mediante un vector viral o mediante lineas transgénicas,
ambos métodos tienen sus ventajas y desventajas a considerar con respecto a tiempo de

realizacion, costo y dificultad de implementacion.

Los vectores virales son actualmente el método mas efectivo para transferir informacién que
modifique las células o tejidos para que expresen distintos genes. Existen distintos tipos de
virus que pueden usarse como vectores para este propésito, como los adenovirus (Ad), los
retrovirus (y-retrovirus y lentivirus), los poxvirus, los virus de herpes simplex (HSV) y los
virus adenoasociados (AAV) siendo estos ultimos los mas ampliamente utilizados en las

técnicas de imagenologia de fluorescencia in vivo.

Los virus AAV provienen de los genus Dependovirus de la familia de los Parvovirus, fueron
descubiertos en 1965 como agentes coinfectantes del adenovirus. Los AAV son pequefios y
deficientes en su replicacion por si solos, requieren de la asistencia de otro virus como el Ad
0 el virus de herpes o de algun plasmido para poder replicarse dentro del nucleo de su célula
huésped. La capside, que es el recubrimiento protector de la informacion del virus es una
capsula icosahédrica de 22 nm de diametro que cambia de acuerdo al serotipo del virus y le

otorgan afinidad con los receptores de distintos tipos de células permitiéndole ser especifico
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a una variedad de tejidos [8]. Los sufijos numéricos que acomparfian a la denominacion AAV
especifican su serotipo o la combinacion de serotipos que posee, los serotipos comerciales
suelen ser una combinacion del serotipo 2 con cualquiera otro, por lo que se omite afadir el

ndamero 2.

El proceso de crear vectores a partir de AAVSs inicia con el borrado selectivo de genes que
codifican la produccion de proteinas Rep y Cap, esto permite la insercion de
aproximadamente 5 kb de informacion de DNA externo. EI AAV con la nueva informacién
se acompafia de plasmidos que sustituyen al virus asociado que necesita para replicarse. Para
hacer que la célula infectada presente indicadores de calcio, la informacion que se le inserta
al virus contiene todo lo necesario para expresar las proteinas indicadoras y los promotores

que lo vuelven especifico a cierto tipo de receptores o células [8].

La produccién de vectores de AAV requiere de la transfeccion (introduccion de &cidos
nucleicos) de células de rifion de embriones humanos (HEK293) con el AAV modificado y
uno o dos plasmidos. Estas tareas se realizan a gran escala en instituciones conocidas como

“vector cores”, que posteriormente ofrecen y distribuyen los virus para uso en laboratorio.

7.4.- Fotometria de Fibra Optica como herramienta de investigacion

La técnica de fotometria de fibra Optica in vivo fue desarrollada e implementada por primera
vez en el laboratorio de Rui Costa para analizar la activacion por rutas directas e indirectas
del estriado en el 2013 [9]. Un afio después se utiliz6 en la Universidad de Stanford, EEUU,
por lo que es una tecnologia muy reciente, en desarrollo y con potencial uso en distintas
investigaciones en neurociencias, hasta ahora se ha utilizado para el estudio de
comportamiento social en ratones [10], para analizar los mecanismos de la saciedad del
hipotdlamo en ratones [11], para estudiar los circuitos de dopamina en la Substantia Nigra

pars Compacta [12].

Los sistemas propuestos de fotometria de fibras van desde arreglos de lentes sobre mesas

Opticas hasta dispositivos personalizados fabricados por empresas, pero todos comparten los
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mismos elementos basicos, la fibra que conecta a la muestra, el espejo dicroico, la

estimulacion laser y la amplificacion de luz.

7.5.- Dispositivos comerciales de fotometria

Tras el auge de dicha tecnologia surgieron alternativas comerciales, estos dispositivos
presentan un disefio modular con blogues intercambiables de acuerdo a las necesidades
experimentales. Los mddulos se conectan entre si mediante fibra optica, lo que implica una
pérdida de la sefial adquirida en cada conexién y afiade mayor susceptibilidad a artefactos

por el movimiento de las fibras (Fig. 4).
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Fig. 4 - Elementos del sistema de fotometria de fibra dptica comercial de Doric Lenses, imagen

adquirida de http://doriclenses.com/life-sciences/315-photometry-systems

Se adquirié una version personalizada del sistema mencionado anteriormente optimizado

para una estimulacion Optica de 473 nm y una lectura de sefiales proteina verde fluorescente
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GFP. Los conectores de fibra dptica son de 400 um y la sefial es amplificada por un modulo
de fotodiodo de avalancha alimentado por 12 V. El laser es de 473 nm con una potencia
méaxima de 70 mW y conexion tipo SMA vy la digitalizacion de la sefial se realiza con una

tarjeta de adquisicion de National Instruments de la familia NiDAQ con conectores BNC.

Para probar la funcionalidad del sistema comercial distribuido por Doric Lenses se realizaron
mediciones de fluorescencia in vivo durante la cirugia de implantacion de fibra dptica en
ratones de la cepa transgénica Thyl-ChR2-eYFP, que expresan canales de Rhodopsina-2 y
proteinas amarillas fluorescentes en neuronas genéticamente especificadas. La estimulacion
laser se mantuvo constante a 500 mA de alimentacion (excepto en el Ratén J-1 como se
mencionara mas adelante) y se midié alrededor de 0.5 mW en la salida de la fibra optica que

se implantaria en el cerebro de los ratones.

Se registrd la fluorescencia de 4 sujetos anestesiados con un Xilacina/Ketamina durante una
cirugia rutinaria de implantacion de fibra Optica de 120 um de didmetro en el Nucleo
Accumbens Shell para consiguientes experimentos de optogenética. La férula se conecto al
sistema comercial de fotometria que consistia de un cubo con filtros 6pticos, el médulo de
fotodiodo de avalancha (APD), el médulo laser/LED de 473 nm, la fuente de corriente
controlable del laser, la tarjeta de adquisicion y una computadora donde se mostraba una

gréfica de la sefial de fluorescencia digitalizada (Fig. 5).

Durante las mediciones de fluorescencia del Ratdn J-1 se ajusto la fuente de corriente a 900
mA y se encendia solamente por unos segundos para realizar las mediciones cada que la fibra
se bajaba 200 um, haciendo esto el sistema devolvia valores distintos de voltaje para las
mismas profundidades y condiciones y la sefial decaia rapidamente haciendo muy dificil
identificar qué valor tomar, si la luz se mantenia encendida la sefial seguia decayendo. Por
esto se decidid que en los siguientes tres sujetos se mantendria encendida la estimulacion de
laser durante toda la sesion a 400 mA para evitar el efecto de blanqueamiento, que sucede en
las proteinas fluorescentes cuando son estimuladas con demasiada energia y su funcion se ve
degradada, la medicion obtenida de los siguientes tres sujetos fue més estable y congruente
y presentaron un subito aumento de fluorescencia alrededor del milimetro por debajo de
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bregma, posiblemente por la densidad de marcadores fluorescentes que tiene esta cepa en la
capa 5 de la corteza, donde se encuentran los cuerpos de sus células piramidales.

as

S oass Ratén J-1 \ Raton J-2
= L
<
034 | 25 |
-]
=} 2L
=
g 0.235 L 15 |
2 1l
@ 033 |
=]
ﬁ 0DE |
t
0.325 0
-1 8 - o 1 2 3 4 5 &
1.1 054
\ Ratén J-3 Raton J-4
oel 053 |
LR
052 |
07
06|
051 |
05|
04 . . . . . . 4 05 . .
. o 1 2 3 4 g g -1 0 1 2 3 4 g 8

Profundidad de Fibra (mm)
Fig. 5 - Mediciones de fluorescencia obtenidas de ratones Thyl-ChR2-EYFP con sistema comercial
de fotometria de Doric Lenses durante cirugia de implantacion de fibra 6ptica a Nucleo
Accumbens, las mediciones en el sujeto J-1 se realizaron apagando y encendiendo el laser mientras

la fibra se movia
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8.- Desarrollo

8.1.- Diagrama a bloques de solucion
Emisor
Laser
Y
Muestra P Arreglo Diodo de .. Software
Fluorescente Optico “ 1 Avalancha R “1 delnterfaz

Diagrama 1- Diagrama a blogues de la solucién propuesta, para nuestra aplicacion la muestra

fluorescente es el cerebro del raton expresando indicadores de calcio.

8.2.- Disefio de dispositivos

El reto del disefio de un sistema funcional de fotometria viene de la variedad de &reas del
conocimiento que deben considerarse para su desarrollo, las fibras para implantacion deben
tener la mayor transmitancia posible pues se esta trabajando con una sefial dptica muy
pequefia y cualquier pérdida de energia resulta costosa, por eso en la cirugia de implantacion
y en la fabricacion de férulas se utilizan técnicas probadas exitosamente en experimentos de

optogenética.

8.2.1.- Muestra fluorescente

La configuracion del dispositivo le permite la medicion de elementos fluorescentes que
respondan a una estimulacion luminica de 450 nm y emitan su fluorescencia entre 500 y 555

nm.
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La sonda que se implanta consta de una fibra 6ptica multimodo de 400 um de didmetro con
un indice de apertura numérica de 0.48. Para proteger la fibra, asistir durante la implantacion
y permitir la conexidn posterior hacia el resto del sistema se cubre el borde de la fibra optica
con una férula de zirconia o metal de 2.5 mm, esta férula se adhiere al craneo del animal y
evita que la fibra se desplace o dafie (Fig. 6). La fibra expuesta y la férula se adhieren entre
si con pegamento fotocurable, que los fija lo suficiente para realizar los experimentos, pero
permite su separacion para reutilizar las férulas en otros implantes. Antes de la implantacion
se quitan los excedentes de la fibra Optica con una cortadora especializada y se monta la
férula en un disco de pulido para pasarlo por lijas gradualmente mas finas desde 30 hasta
0.02 um hasta obtener un acabado espejo. Si en cualquier momento la fibra se dobla
demasiado aparecen fracturas en su superficie que se pueden identificar como puntos

brillantes al conectar la férula a una fuente de luz, en este caso la fibra se sustituye.

El diametro minimo para la fibra Optica utilizable en la implantacion depende de la
amplificacion y la precision del enfoque del objetivo de microscopio utilizado en el arreglo
oOptico. Se busca un equilibrio entre el area observable y el dafio que el diametro de la fibra
causa inevitablemente en el tejido, por ello se utilizan los 400 um reportados en otros
experimentos de fotometria [9].

Fig. 6 - Fibra Optica de 400 um de didmetro unida con adhesivo fotocurable a una férula de

zirconia de 2,5 mm en estado previo al corte y pulido
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El volumen de tejido neuronal que se estimula y observa depende de las propiedades dpticas
de la fibra implantada, la forma del sitio de sensado es un cono con su veértice dentro de la
fibra, el &ngulo de este cono depende del valor conocido como Apertura Numérica (NA), que
equivale al seno del mayor angulo que puede tener un haz de luz para tener reflectancia
interna total en el ndcleo de la fibra, un valor mayor de NA significa un cono amplio pues la

fibra puede transmitir la luz incidente en su nucleo desde angulos mas grandes (Fig. 7).

NA=nsen(O)

Revestimiento ¢

Nucleo de fibra n = [ndice de Refraccién del Medio
Fig. 7 - La Apertura Numérica esta dada por el indice de refraccion del medio y el seno del méximo

angulo en que puede incidir luz al nucleo de la fibra y ser transmitido a través de esta.

Si se desea conocer cual es el alcance que tiene la luz que sale de la punta de la fibra dentro
del tejido del cerebro del raton puede calcularse utilizando la calculadora de irradiancia en el
Optogenetics Resource Center de la Universidad de Stanford [13]. Los célculos de irradiancia
obtenidos en esta calculadora se basan en observaciones experimentales en ratones con una
estimulacidn de 473 nm y se necesita conocer el didmetro de la fibra dptica, su valor de NA
y la potencia medida en su punta. Se realizaron los calculos para una fibra de 400 pum,
apertura de 0.48 y con una potencia de 0.5 mW a la salida. Cabe mencionar que a mayores
longitudes de onda la luz pierde menos irradiancia con la distancia, asi que podria esperarse
que la luz verde de las proteinas fluorescentes se transmita con menores pérdidas de vuelta

hacia la punta de la fibra.
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Fig. 8 - Irradiancia con respecto a la distancia de una fibra 6ptica implantada en tejido cerebral de

raton, para 473 nm, con 0.5 mW medidos en la punta de la fibra y apertura numérica de 0.48

Como se muestra en la Fig. 8, la irradiancia cae rapidamente después de 200 um y es
practicamente nula después de un milimetro, esta caracteristica, junto con la selectividad
genética define la resolucion espacial de la técnica de fotometria. El area estimulada y
sensada es sensible a la posicion de la fibra Optica, aunque no tan sensible como en el registro
electrofisiol6gico donde una neurona detectada un dia puede dejar de registrarse al dia

siguiente por movimientos muy sutiles en el cerebro.

La conexion entre la férula adherida al craneo y el resto del sistema se logra a través de un
segmento de fibra Optica con conectores del estandar FC/PC, que son conectores de fibra
Optica con un pulido especial para el contacto fisico entre los nucleos de la fibra y resistentes
a vibraciones y movimiento del medio de transmision, esta fibra Optica se utiliza como un

canal de dos vias, para la estimulacion mediante luz a 450 nm y para el sensado de sefiales
arriba de 500 nm.
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8.2.2.- Arreglo optico

La sefial de luz que viene desde la muestra fluorescente necesita aislarse y amplificarse para
ser util, pero al compartir su via de transmision con la sefial de estimulacion se requiere de

una etapa Optica de filtrado que las separe.

El bloque de Arreglo Optico tiene varias funciones, la primera es conectar a la terminal
FC/PC que lleva a la muestra, para poder adquirir la maxima cantidad de informacion de la
fibra dptica se utiliza un objetivo para microscopio de 40x, con una WD de 0.65 mm, una
pieza cilindrica con seis tornillos equidistantes permite el ajuste fino del objetivo para enfocar
el conector (Fig. 9). La pieza se elaboré en dos mitades iguales para poder realizarse por
método de impresion 3D aditiva de plastico ABS, los barrenos circulares pasados permiten
el paso de los tornillos y los barrenos cuadrados ciegos tienen tuercas adheridas para servir
como cuerdas pues la consistencia de la pieza impresa por este método no permite

maquinarselas usando machuelos.

Fig. 9 - Mitad de pieza de ajuste para objetivo de microscopio
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La sefial de luz a la salida del objetivo de microscopio se transmite hacia un cristal dicroico
de 495 nm que funciona de manera anéloga a un filtro pasabajas, permitiendo el paso de la
luz de mayor longitud de onda que a simple vista es de color verde y amarillo y reflejando la
luz de menor longitud de onda, de color azul y morado. El dicroico permite que se utilice una
sola linea de fibra dptica para poder estimular con un laser de luz azul y sensar la
fluorescencia al mismo tiempo, sin que ambas sefiales interfieran. El filtro dicroico consta de
un sustrato de vidrio con capas delgadas superpuestas de distintos indices de refraccion, esta
estructura propicia el paso de algunas longitudes de onda y refleja el resto. Los fabricantes
de estos filtros proporcionan graficas con su transmision a distintas longitudes de onda (Fig.
10).
Escaneo de transmisién en lente dicroico
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Fig. 10 . Gréfica de la transmision del filtro dicroico a diferentes longitudes de onda, reportado

por Semrock, la empresa que fabrica los filtros

La luz que transmite el dicroico se hace pasar por otro filtro dptico que realiza la funcion de
un filtro pasa-banda, pasando este punto la cantidad de luz azul/morada de la estimulacion
del LED es practicamente nula mientras que la luz verde de los indicadores sigue siendo

transmitida (Fig. 11).
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Fig. 11 - Gréfica de la transmision del filtro de luz de 520/35 nm, reportado por Semrock

Ortogonal a la trasmision de la sefial entre la fibra y el sensor se encuentra un diodo emisor
de luz (LED) colimada con longitud de onda de 450 nm con una potencia ajustable usado
para estimular las proteinas fluorescentes en la muestra. Para modificar la potencia luminica

a la salida se utiliza una fuente de corriente variable.

El laser/LED esta conectado a una carcasa que actla como disipador de calor, protege
mecanicamente al diodo, facilita el montaje al resto del dispositivo y permite el
desplazamiento del lente de enfoque. Modificando la distancia del lente de enfoque se busca
que el haz de luz emitido esté colimado, es decir, que se desplace indefinidamente sin alterar

su diametro y no se disperse (Fig. 12).

La potencia de estimulacion del LED se ajusta de acuerdo a la irradiancia que se desea sobre
la muestra y se mide en el extremo de la fibra optica que va implantada en el cerebro del
sujeto experimental. La irradiancia es el flujo de energia radiante sobre una unidad de area 'y

sus unidades en el sistema internacional son W/mZ.
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El haz de luz que viaja a través del filtro pasa-banda tiene un didmetro alrededor de 15 mm,
mientras que la superficie de sensado del fotodiodo de avalancha (APD) tiene un diametro
de 1 mm, se colocé una Ultima etapa de enfoque mediante un lente biconvexo, con un foco

determinado empiricamente a 30 mm de su superficie, donde se fija el APD.

Fig. 12 - Ensamble parcial del Arreglo Optico, se observa la posicion del lente dicroico y el filtro
de 520/35 nm

8.2.3.- Disefio electrénico

Tanto el médulo de LED como el controlador e instrumentacion del fotodiodo de avalancha
son alimentados por una fuente de DC de 12 VV a 2 A. El LED es activado con una fuente
comercial de corriente constante para compensar el cambio en su resistencia cuando varia su
temperatura. El APD es un diodo que opera en polarizacion inversa, tiene un area con un alto
campo electrostatico entre su union pn conocida como region de avalancha. Cuando un foton
incide sobre el APD, propicia un desplazamiento de electrones a través de la region de

avalancha, donde el campo electrostatico los acelera y aumenta su probabilidad de colisionar,
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liberando asi a otras cargas en un efecto similar a una avalancha y produciendo corrientes
elevadas en respuesta a sefiales luminicas relativamente pobres, de ahi su nombre. Su
funcionamiento es similar a los tubos fotomultiplicadores, pero tiene la ventaja de ser de

estado sélido, de menor costo y tamafio.

Los APD funcionan en polarizacion inversa, al acercarse a su voltaje de ruptura entre 100 y
200 V dependiendo de su estructura. Un mayor voltaje de polarizacion produce una mayor
sensibilidad en el fotodiodo, para alcanzar estos voltajes hay varias soluciones. La mas facil
de implementar es convertir directamente la fuente de tensién alterna de 127 Vca a corriente
directa con una etapa de rectificacion de onda completa, filtrado y regulacién, pero esto
significaria una conexion extra hacia la linea y una mayor susceptibilidad a las fluctuaciones
de voltaje de la misma. Aprovechando que ya hay contemplada en nuestro sistema una fuente
de voltaje que alimenta al médulo LED con 12 V puede utilizarse una fuente de DC/DC para
aumentar el voltaje de polarizacion a costa de la corriente utilizable, se eligi6 utilizar un
multiplicador de voltaje por su facilidad de implementacion (Fig. 13). El modulo de APD
utilizado en este trabajo tiene una respuesta espectral entre 200 y 1000 nm, una

fotosensibilidad de 0.42 A/W y un valor tipico de corriente oscura de 0.2 hasta 5 nA.
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Fig. 13 — Diagrama electronico del circuito de instrumentacion para el fotodiodo de avalancha

Un multiplicador de voltaje convierte una fuente de corriente alterna de bajo voltaje en una
fuente de corriente directa de alto voltaje, tipicamente con un arreglo de diodos y capacitores,

su arreglo mas comun es el multiplicador de media onda conocido como Cascada de Villard.
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En este arreglo a cada mitad del ciclo de AC un diodo propicia la carga de un capacitor
mientras otro diodo evita que se descargue, en la otra mitad del ciclo se carga el siguiente
capacitor, este conjunto de dos diodos y dos capacitores es una etapa, la diferencia de
potencial a la salida del circuito es igual a la tensibn RMS de entrada multiplicada por la
cantidad de etapas en el multiplicador. La corriente a la salida esta limitada por la cantidad
de energia que pueden almacenar todos los capacitores en conjunto.

Aunque el multiplicador puede usarse para obtener altos voltajes a la salida los componentes
individuales no tienen qué estar disefiados para soportar el rango total de voltaje. Cada
componente solo soporta las diferencias de voltaje sobre sus propias terminales, que son las

mismas de la sefal de entrada.

La sefial de AC se obtiene con un circuito integrado MC555 en modo de oscilador astable, la
salida es una onda cuadrada con una frecuencia y ciclo de trabajo definidos por el valor de

los resistores y capacitores usados.

La funcidon que define la frecuencia es:

1
0.693 C(R, + 2R,)

Mientras que los tiempos de encendido y apagado de la onda en segundos estan dados por

f=

las siguientes ecuaciones:
T, =0693(R,+R,)C y T,=0.693(R,)C

Se eligieron los valores de capacitancia y resistencia para tener un ciclo de trabajo de 0.5.

La salida de la cascada de Villard presenta un voltaje de DC de 105 V para la polarizacion
inversa del fotodiodo de avalancha. Cuando el fotodiodo recibe estimulacion luminosa
permite el paso de corriente del catodo al &nodo, conectando una resistencia de 1 MQ en serie
puede observarse indirectamente esta corriente a través de la diferencia de potencial en las

terminales del resistor. Por efecto de la ley de Ohm, la caida de potencia en el resistor es
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equivalente a un millon de veces la corriente que pasa por él, este voltaje se pasa por un
seguidor de voltaje para acoplar impedancias y por un filtro activo pasa bajas de primer orden
para eliminar el ruido de altas frecuencias que por la cinética de los indicadores de calcio no

podria provenir de una sefial de fluorescencia.

La salida del filtro pasabajas pasa directamente a un amplificador no inversor que multiplica
once veces su Voltaje de entrada, esta sefial se extrae del dispositivo con un conector hembra
BNC para facilitar su conexion a la tarjeta de adquisicion. El circuito se dibujé en el software
de disefio electronico Eagle y se fabrico en placa fendlica de una sola cara con componentes
de empaquetado through-hole, por lo que se muestra la Fig. 14 en modo espejo.

Fig. 14 - La tablilla de circuito impreso (PCB) se imprimi6 en placa de fenol con cobre por método
de tinta fotocurable por UV. Las seccion blanca incluye un plano de tierra que conecta a todas las

terminales abiertas.

Tanto el circuito de instrumentacion del APD como la fuente de corriente del LED de
estimulacion se alimentan de la misma fuente de voltaje de 12 V, que es una bateria sellada
de acido-plomo de 1.2 Ah con una salida a un conector en la caja contenedora para permitir
su recarga sin tener que desensamblarlo. Cada circuito tiene un interruptor independiente que
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se ilumina para indicar que esta encendido y que deben colocarse en la posicion de apagado
durante los periodos de recarga.

8.2.4.- Software de interfaz

Digitalizar y almacenar la sefial de fluorescencia no es suficiente para dilucidar el
funcionamiento del circuito que se esta analizando. Es necesario sincronizar el reporte de la
actividad neuronal con informacion obtenida del comportamiento de los animales. La
informacion del comportamiento de los animales depende del disefio de la tarea, puede ser
su paso por alguna parte de la caja conductual, la entrada de su cabeza a un compartimiento,
la activaciéon de una palanca por parte del animal o su lenglieteo en un dispensador de
liquidos, todos estos eventos son sensados y convertidos a sefiales de TTL que son adquiridas
junto con la sefial de fluorescencia. Para la adquisicion de estos eventos se utilizan otros
sistemas comerciales que registran sus incidencias en el tiempo, junto al inicio y fin de la
tarea. Es la sefial de inicio y fin de tarea la que se manda al sistema de fotometria para poder

sincronizar los otros eventos.

Paralelo al registro de las sefiales de calcio y los eventos de comportamiento se graban videos
de cada sesion experimental, estos videos son analizados para obtener la posicién, direccion
y velocidad de los animales en cada punto de la tarea, asi como su distribucion a través del
tiempo dentro de la caja conductual.

El programa de interfaz tiene las siguientes funciones
e Visualizacion en linea de la sefial de fotometria de fibra.
e Registro una sefial digital externa, correspondiente al inicio y término de la tarea para
poder sincronizar el resto de los eventos con la fluorescencia.
e Almacenamiento de ambas sefiales con informacion de la fecha y hora de adquisicion

para analisis fuera de linea.

Considerando la disponibilidad de una tarjeta de adquisicion de National Instruments, se

eligio utilizar la plataforma Labview para el software de interfaz, para simplificar el uso del
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sistema de fotometria por parte de los investigadores. La informacion adquirida se guarda en
hojas de datos de formato .xIs.

Las sefiales del sistema se obtienen con una tarjeta de adquisicion NI-DAQmx con
conexiones BNC con las herramientas de Labview para este proposito. Estas herramientas de
programacion utilizan un sistema basado en sesiones, cada sesion es un objeto que contiene
los pardmetros de adquisicion como las muestras por segundo, la cantidad de muestras, los

limites de voltaje esperados y el tiempo de registro (Fig. 15).
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Fig. 15 — Captura de pantalla del software de adquisicién, en las dos areas de grafica se muestran
las sefiales de fotometria y de TTL respectivamente. Puede activarse o desactivarse el filtro digital
y definir su frecuencia de corte. Al presionar Grabar se almacena la informacién adquirida en un

libro de Excel.

Se adquieren dos sefiales, una del canal analdgico y otra de la sefial TTL de entrada. La sesion
analogica se mantuvo en su configuracion por defecto de 1000 muestras por segundo, que es
un muestreo suficiente dada la naturaleza de las sefiales adquiridas. Se ha reportado que los

tiempos de respuesta (risezo-go) de los indicadores de calcio GCaMP6 tienen una mediana de
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70 ms para la variante fast y de 160 ms para la variante slow, con tiempos de recuperacion
(fallgo-20) de 400 ms y 900 ms [14]. El rango de medicion de la sefial analdgica se configurd
entre 0 y 10 V para aprovechar mejor la sefial salida del amplificador operacional alimentado

con una sola fuente de 12 V. La resolucion del convertidor analdgico/digital es de 16 bits.

A la par de la sefial de fotometria se adquiere una sefial analdgica desde una fuente externa
de TTL, las muestras de ambas sefiales estan sincronizadas para facilitar su andlisis fuera de

linea.

8.2.5.- Disefio de Caja Conductual

Los experimentos con ratones en libre movimiento requieren de un espacio confinado en
condiciones controladas de luz y ruido. Existen dispositivos comerciales como los fabricados
por la empresa Med Associates con modulos intercambiables disefiados para estos fines, se
dibujaron las piezas de una caja compatible con las medidas de dichos mddulos,

posteriormente se maquinaron, ensamblaron y se prob6 para entrenar animales (Fig. 16).

Fig. 16 — Dibujo asistido por computadora de las piezas necesarias para ensamblar la caja

conductual personalizada

30



8.3.- Metodos experimentales

8.3.1.- Pruebas de Dilucién Viral

Cuando se distribuye un vector viral, se acomparia de una hoja de especificaciones donde se
especifica el “Titer” o titulo viral que corresponde con la cantidad de unidades virales por
volumen o la cantidad de unidades formadoras de placa por volumen, pero este indice no es
una medida confiable de la eficiencia del virus una vez introducido en el tejido a observar,
es por eso que cada nuevo lote de virus debe someterse a una prueba de dilucién viral que
consta de los siguientes pasos:

1. Obtener alicuotas del material viral original del minimo volumen necesario para cada
sesion experimental, por ejemplo 5 ul y mantenerlas en tubos de PCR a -60 °C,
evitando que pasen por varios ciclos de congelacion y descongelacion, pues esto
puede afectar negativamente la infectividad del virus.

2. Extraer una alicuota, descongelar sobre hielo y preparar distintas soluciones en salina
en distintas proporciones: 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, las cuéles serén inyectadas todas
en distintos animales de la misma cepa en un area previamente determinada por sus
coordenadas con respecto a bregma.

3. Realizar una craneotomia mediante cirugia estereotaxica en las mismas coordenadas
laterales y anteroposteriores sobre el sitio en el cerebro que desea infectarse y retirar
la dura para evitar obstrucciones en la aguja.

4. Cargar la aguja con el volumen de dilucidn a inyectar, usualmente entre 100 y 500 nl
dependiendo del volumen de la zona que se desea infectar.

5. Introducir la aguja a través de la apertura de la craneotomia y bajarla en el eje dorso-
ventral hasta posicionarla sobre el sitio de infeccion.

6. Inyectar lentamente, a una velocidad alrededor de 40 nl por minuto y después dejar
la aguja inmdvil entre 5 0 7 minutos para que la dilucion sea absorbida por el tejido

circundante y evitar que siga la ruta de la aguja al retraerse.
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7. Limpiar la craneotomia y sellar con gelfoam o adhesivo compatible y luego suturar
la piel.

8. Inyectar al sujeto con las dosis de anti-inflamatorios y analgésicos apropiados a su
peso.

9. Repetir la operacion para cada una de las proporciones de dilucion en los mismos
sitios en distintos animales.

10. Después de 2 a 3 semanas sacrificar a todos los sujetos, perfundirlos y observar por
microscopia confocal los niveles de fluorescencia en cada uno. Elegir la mayor
dilucion que infecte todo el sitio de interés sin presentar sobre-expresion. En el caso
de los indicadores GCaMP6, las neuronas sobre-expresadas tienen altos niveles
fluorescencia y se observan como puntos brillantes, mientras que un buen nivel de

expresion se observa como un halo fluorescente solo en las paredes celulares [15].

AAV-syn-GCaMP3
100ym (4 weeks post injection)

Fig. 17 - Niveles estables de expresién en un raton Ai38 infectado con AAV-syn-GCaMP3 cuatro
semanas después de ser inyectado, las flechas apuntan a dos células que presentan sobre-expresion
(Zariwala, 2012)

Una vez establecida la mejor proporcion para la dilucion dado el tiempo en que el animal fue

sacrificado se puede utilizar para inyectar al resto de los animales y puede planearse la cirugia
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de implantacion de fibra optica de forma que al recuperarse presenten una expresion éptima
de los indicadores de calcio (Fig. 17).

8.3.2.- Cirugia Estereotaxica de Implantacion de Fibra Optica en Ratones

El procedimiento de fotometria de fibra optica requiere la implantacion de las fibras al sitio
de interés en el cerebro del sujeto, esto se realiza por medio de cirugia estereotaxica, la cual
consiste a grandes rasgos de los siguientes pasos:

1. Se anestesia al ratobn con una inyeccion intraperitoneal de un coctel de
ketamina/xylacina en proporcién a su peso. En general, es apropiada una dosis de 20
pl/g con base en su peso corporal, sin embargo, algunos ratones pueden presentar
mayor sensibilidad al anestésico segun su cepa, edad o cantidad de adipocitos. El
volumen total de la inyeccion debe limitarse a 750 pl para evitar incomodidad en los
animales. Se considera que el animal esta correctamente anestesiado cuando no
presenta reflejos a punzadas en las patas y en la cola, esto puede tomar arriba de tres
minutos en suceder y una vez anestesiado el efecto puede durar arriba de 45 minutos,
si el animal no estuvo sometido a mucho estrés antes y durante la inyeccion. Posterior
a esto se remueve el pelo del area a trabajar con una rasuradora y se limpia la piel con
iodo. Los ojos se mantienen abiertos durante el procedimiento asi que deben
recubrirse con un ungiiento o gel humectante.

2. El sujeto se monta en el dispositivo estereotaxico, que es un posicionador cartesiano
de tres ejes, anteroposterior, lateral y dorso-ventral. Se colocan los incisivos
superiores del raton sobre una barra adaptada para recibirlos y se fija su nariz con una
pinza. Un par de piezas de plastico conocidas como lapices se presionan contra la
parte mas rostral de los huesos temporales del raton, cerca de los meatos auditivos
externos y se fijan para termina asegurar que el craneo no se mueva durante el resto
del procedimiento, los puntos lambda y bregma del craneo deben estar a la misma

altura.
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3. Seinyecta lidocaina entre el craneo y la piel y se deja que se absorba unos segundos.
La piel sobre el craneo se abre con una incision de bisturi en el eje longitudinal o
levantando la piel con férceps y cortando con tijeras y se raspa el tejido del craneo.

4. Con un cortador se realiza la craneotomia sobre el sitio donde se implantara la fibra,
desbastando el hueso del crdneo mientras se limpia con solucion salina para evitar el
sobrecalentamiento de la corteza. Puede o no removerse la dura madre, segun la
naturaleza del implante.

5. En el brazo manipulador del estereotaxico se sujeta la fibra Optica acoplada a una
férula metalica o de zirconia, se alinea paralela al eje dorso-ventral y se referencia al
punto bregma del crdneo que es la interseccion entre la sutura coronal y la sutura
sagital. A partir de bregma se toman las coordenadas laterales y anteroposteriores y
se coloca la fibra sobre la craneotomia realizada previamente. La fibra se hace bajar
en direccién ventral hasta estar sobre el sitio de interés en el cerebro, lentamente para
evitar lesionar demasiado y permitir que el cerebro se reacomode alrededor de la
fibra.

6. Se sella la craneotomia con pegamento de curado rapido y se fija la férula al craneo
con algun otro adhesivo como el acrilico de uso dental evitando asi que la fibra se
mueva o caiga por los movimientos naturales del raton pero teniendo cuidado de no
cubrir del todo la férula, pues es el inico medio de conexion con la fibra implantada.

7. Elraton se desmonta del estereotaxico, se le administra una dosis de anti-inflamatorio
y analgésico y se coloca en su caja hogar bajo condiciones controladas de temperatura

para su recuperacion, que suele ocurrir en una semana.

Una vez que el raton esta recuperado de la cirugia se puede conectar mediante una manga de

zirconia (sleeve) a otra férula con fibra dptica y hacia el sistema de fotometria de fibra.

8.3.3.- Inyecciones virales

El éxito en la medicion de actividad neuronal mediante la técnica de fotometria de fibra dptica

depende en gran medida de la correcta expresion de los indicadores de calcio en el cerebro
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de los animales, los laboratorios que producen y distribuyen los vectores virales especifican
el titulo de cada lote, esto es, la cantidad de unidades virales por mililitro, pero no es
suficiente informacion para decidir en qué concentracion, volumen vy sitio del cerebro debe
inyectarse el vector o si va a tener el mismo comportamiento entre distintas especies, tampoco
se sabe por cuanto tiempo pudo descongelarse durante su importacién al pais, esta es la
importancia de la prueba de dilucion.

Se realizo6 una prueba de dilucion para un vector viral AAV5.CamKI1.GCaMP6f.WPRE.SV4
con un titulo fisico reportado de 1.232e13 GC/ml (copias gendmicas por mililitro) distribuido

en un vial de 0.1 ml.

La prueba fue realizada en 8 ratones silvestres de la cepa C57 y 8 ratas de la cepa Sprague
Dawley, cada animal se sometié a cirugia estereotaxica para inyectarle 500 nl de dilucién
viral en cada uno de los tres sitios de interés, las medidas siguientes son en milimetros para
ratones, con el punto anatdbmico bregma del craneo como coordenada cero:

e Nucleus Accumbens Shell, con coordenadas 1.2 AP (anteroposterior), 1.0 ML

(medial lateral) y -5.1 DV (dorsoventral)
e Corteza Orbitofrontal (2.6 AP,1.3 ML, -2.5DV)
e Corteza Insular (1.4 AP, 3.3 ML, -3 DV))

Las inyecciones son todas en el hemisferio derecho y se repartieron cuatro diluciones entre

ambas especies, resultando en 2 ratones y 2 ratas por cada dilucion (Fig. 18).
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o 2 ratonesy
Dilucién 1:4
2 ratas
L 2 ratonesy
Dilucién 1:8
2 ratas
1 alicuota de 5 >
o 2 ratonesy
Dilucién 1:16
2 ratas
Vector Original ( ) ( )
2 ratones
(0.1ml) Dilucién 1:32 y
2 ratas
19 alicuotas de 5 Almacenamiento
ul a -80°C

Fig. 18 - Distribucion del vector original al realizar las alicuotas, formar diluciones en las cuatro

proporciones distintas e inyectar a los animales durante las pruebas de dilucién.

Todas las inyecciones se realizaron en un lapso de diez horas, con excepcién de uno de los
ratones de dilucion 1:4 que no sobrevivid a la cirugia y fue sustituido por uno inyectado al
siguiente dia. Los animales se sacrificaron un mes después de ser inyectados y sus cerebros
preparados y extraidos para el analisis histoldgico. Para cada especie se eligio la dilucion con
una mejor expresion de proteinas fluorescentes para ser utilizada con las siguientes alicuotas.
Los dos criterios principales en la eleccion de la dilucion son la expresion focalizada de
GCaMP®6, es decir que no infecte mas alla del sitio a analizar debajo del punto de inyeccion
y la correcta expresion de la proteina fluorescente sobre la pared celular, esta debe verse
como un halo y no como una mancha pues lo segundo indica que se ha sobreexpresado y

dificultaria la extraccion de informacion por fotometria.
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9.- Resultados

9.1.- Ensamble terminado del dispositivo de fotometria de fibra

El ensamble Optico, el control electrénico y la bateria sellada de &cido-plomo se fijaron sobre
una placa de acrilico y ahi se realizaron los Gltimos ajustes de enfoque que maximizaran la
transmision del laser en la punta de la fibra dptica y la cantidad de luz enfocada en el area
efectiva de Imm? del fotodiodo de avalancha, este arreglo se montd en la parte inferior de la

carcasa (Fig. 19).

Fig. 19 —Ensamble Optico sin cubiertas para mostrar la posicién de los filtros dicroico y pasa-
banda, sequidos a la derecha del lente de enfoque y el soporte para el fotodiodo de avalancha
(Izquierda) y ensamble Optico con el fotodiodo de avalancha, la fuente de corriente, el circuito de
instrumentacion del APD, la bateria de alimentacion y los interruptores montados en la base de la

carcasa (Derecha).
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La carcasa se construy6 de laminas flexibles de PMMA de 2.8 mm de espesor pintadas con
pintura acrilica blanca por dentro para hacerlas opacas, en la base se colocaron los

interruptores y todas las conexiones, para facilitar su mantenimiento o reemplazo (Fig. 20).

— L 8 . |

Fig. 20- Fotografia del dispositivo terminado, se observa la salida por conector BNC y los
interruptores de encendido para la estimulacién laser y el circuito de amplificacién del fotodiodo
de avalancha (Izquierda) y parte trasera de la carcasa, con el conector tipo FC para fibra dptica 'y

el conector para la carga de la bateria.

9.2.- Caracterizacion con fluoresceina

Para probar el sistema de fotometria se necesitaba medir una fuente variable de fluorescencia
con un comportamiento similar al esperado de las proteinas de GCaMP6. La sal de
fluoresceina de sodio es un fluoréforo soluble en agua con un pico de excitacién con luz de

460 nm y un pico de emision a 515 nm.

La fluoreceina se diluyé en valores entre 1 mM y 6.2 uM, Ola fluorescencia de nueve
soluciones de 1 ml se midi6 dentro de tubos de PCR negros de 1.5 ml para evitar interferencia
de fuentes externas de luz. La sefial se adquirié con la tarjeta NI-DAQmx en 2000 muestras

por cada concentracion durante 4 segundos y se calculé su valor promedio. Las primeras
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cuatro muestras son diluciones en base 10 (6.2, 62.5, 625 y 6250 pM), para observar como
se comporta el dispositivo a bajas concentraciones, las siguientes cinco diluciones son base
2 (0.0625, 0.125, 0.25, 0.5y 1 mM) para observar el comportamiento para altos niveles de

fluorescencia (Fig. 21).

El valor de fluorescencia basal se obtuvo midiendo la punta de la fibra en un contenedor
oscuro de paredes negras opacas. Su valor es distinto a cero porque la fibra Optica tiene
propiedades internas de autofluorescencia inherentes a su estructura y porque el fotodiodo de
avalancha deja pasar una corriente de oscuridad al ser polarizado inversamente, ain en

ausencia total de luz.

Las mediciones se realizaron en un cuarto oscuro, sin fuentes artificiales ni naturales de luz
visible, sumergiendo ligeramente la punta de la fibra dptica en el centro del tubo de PCR con
cada solucion durante cuatro segundos. Se midié desde la menor concentracion hasta la
mayor limpiando la punta de la fibra con agua destilada entre cada inmersion y secandola
antes de pasar a la siguiente. El dispositivo en esta etapa aln no tenia una carcasa opaca, por

lo que se debian hacer las pruebas en cuartos oscuros.
La sonda de fibra dptica utilizada para las mediciones es de 400 pum de diametro con 0.48 de
apertura numérica, en una terminacion tiene una férula de 2.5 mm que es la que se sumerge

en la solucién y en otro tiene un conector FCM que se conecta al aparato.

La estimulacién laser se mantuvo encendida durante todas las mediciones y fue calibrada a

1 mW en la punta de la fibra dptica.
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Medicién de soluciones entre 6.2 uMy TmM
10

(mM)
Fig. 21 — Fluorescencia medida con el sistema de fotometria de fibra sin carcasa opaca en
oscuridad total y en soluciones de fluoresceina con nueve concentraciones entre 6 uM 'y 1 mM, a la

izquierda se ven las 10 medidas, a la derecha se muestran solo las primeras cinco

La sefial de fluorescencia para altas concentraciones dejo de comportarse linealmente, lo que
dificulta evaluar si esto es por saturacion en las soluciones, por un artefacto del dispositivo o
por inconsistencia durante las mediciones. Para descartar que se tratara de un efecto de
saturacion en la solucion se realizaron nuevas concentraciones, considerablemente mas bajas,
lo que también ayudé a determinar cual la minima concentracion detectable. El
procedimiento de medicion se realizd sobre una gradilla para tubos de PCR, sujetando la fibra
perpendicular a los tubos abiertos e introduciéndola con la ayuda de un marco estereotaxico.
En estas pruebas se utilizo la interfaz programada en Labview y se mantuvo corriendo
durante todo el experimento, se ajusto un filtro digital pasabajas tipo butterworth de segundo
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orden con frecuencia de corte de 10 Hz para observar solo los cambios de baja frecuencia y
poder registrarlos mas facilmente. Las concentraciones y los valores filtrados se muestran en

la Tabla 2, mientras que la grafica de concentracion contra voltaje se observa en la Fig. 22.

Solucion Concentracion (LM) SEULEN (1))
1 10 878

2 8 872

3 6 867.4
4 4 859.5
5 2 852

6 1 848.8
7 0.5 848.2
8 0.1 847

9 0.05 846.2
10 0 (Agua Destilada) 845

Tabla 2 — Salida en mV del dispositivo terminado para distintas concentraciones de fluoresceina de

sodio medidas usando el marco estereotaxico

Se observaron cambios evidentes en la sefial de fotometria en el software de interfaz al
introducir la fibra en la superficie de cada una de las muestras, para tomar las medidas se

tomo el valor méximo de voltaje que se presento posterior a la inmersion.
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Fig. 22 — Las mediciones de la tabla 2 graficadas en voltaje (V) contra concentracion (uUM), un

valor de concentracion 0 se refiere a agua destilada sin fluoresceina.

9.3.- Medicion de cortes histologicos que expresan proteina amarilla

fluorescente YFP

Medir distintas concentraciones de fluoresceina es atil para comprender el funcionamiento
del sistema a distintas intensidades de luz, pero no necesariamente significa que sera Gtil para
observar la fluorescencia en tejido vivo, para este fin se utilizaron cortes histoldgicos de
cerebros de ratones que expresaban proteinas amarillas fluorescentes y proteinas de
channelrhodopsin-2 en células nerviosas genéticamente definidas mediante el promotor Thyl

[16]. Las proteinas de YFP tienen una maxima excitacion entre 495 y 510 nm y una maxima
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emision entre 520 y 550 nm, pero aun asi pueden ser excitadas a 450 nm y ser observadas
por el sistema disefiado (Fig. 23).

T
p =5.183e-08
0.948 | | _

0.946 | -
0.944 | 4

0.942 L .

Salida (V)

0938 L 4

|
0.934 | 1 i

Tejlido Cubre‘objetos
Fig. 23 - Diagrama de caja de las mediciones de fluorescencia obtenidas de cortes histologicos,
comparando la medicion en tejido con la medicion sobre el cubreobjetos adyacente al tejido, se
realizaron 20 mediciones y se aplicé un analisis de varianza que determind que existe una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=5.183x10%)

9.4.- Construccién de la caja operante

Se construy6 una caja operante que pudiera utilizar los médulos comerciales que se usan
actualmente en el laboratorio de Neurobiologia del Apetito del CINVESTAV. Algunos de
estos modulos fueron ampliados para facilitar su uso por parte de los ratones conectados con
fibra dptica.

Las paredes internas y columnas de la caja son de aluminio para evitar que los ratones las
dafien por mordisqueo. Las cubiertas laterales y la tapa son laminas de acrilico transparentes

que permiten grabar a los sujetos durante su tarea, la apertura circular en la tapa es para que
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pase la fibra dptica, los bordes de esta apertura fueron redondeados para evitar que la friccion
con ellos dafie la fibra.
El ensamble es compatible con los accesorios de MED Associates (Fig. 24) y es utilizado

actualmente para entrenar a los animales que se someteran a la inyeccién viral de GCaMP6.

Fig. 24 — Caja conductual terminada, el ensamble se hizo sobre una placa de acrilico que fija la
caja, los dispositivos de control, los puertos y el dispensador de pellets.
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10.- Discusion

Es importante que las mediciones se hagan controlando la profundidad de inmersion en la
muestra para poder identificar los puntos de maxima fluorescencia, el marco esterotaxico
permite esto siempre y cuando las muestras estén fijas a la misma altura y contengan el mismo

volumen de solucién.

La ultima prueba con soluciones de fluoresceina muestra cambios identificables a simple
vista en la sefial mostrada en el software de interfaz al introducir la fibra ain en la mas baja
concentracion de 50 nM, podemos afirmar con los datos obtenidos que el sistema detecta

cambios en la fluorescencia de al menos esta magnitud.

La sefial medida tiene un offset de hasta 845 mV cuando la bateria estd completamente
cargada. Dos factores podrian estar provocando este offset, la corriente de oscuridad del
fotodiodo de avalancha y la autofluorescencia de la fibra dptica utilizada para medir, ambas
son propiedades intrinsecas de estos componentes y no pueden ser eliminadas, sin embargo,
pueden ser Utiles para conocer el nivel de carga de la bateria y para determinar la calidad de

la fibra conectada.

La salida de voltaje presenta un comportamiento directamente proporcional a la

concentracion de fluoresceina medida, no parecen necesarios ajustes para linealizar la sefial.

Las sefiales de fotometria se reportardn como AF/F en valores escalares y sin unidades de
medida, esto es para compensar la creciente expresion de los indicadores de calcio durante
la realizacién de los experimentos. El procesamiento de AF/F normaliza la sefial y detecta

cambios mas sutiles en la misma.

45



11.- Conclusionesy Perspectivas

Se cumplieron exitosamente tanto el objetivo general del proyecto como los objetivos
particulares. Se disefid y construyd un sistema novedoso de adquisicion de sefiales en vivo
de la actividad de neuronas especificadas genéeticamente, robusto ante artefactos eléctricos
musculares, personalizable para las caracteristicas de cualquier indicador fluorescente, asi

como una caja conductual en la cual llevar a cabo los experimentos a medir.

El software de adquisicion e interfaz fue disefiado para ser compatible tanto para las sefiales
de este sistema como para los sistemas comerciales. Puede detectar y almacenar tantas
sefiales analdgicas de entrada como permita la tarjeta de adquisicion.

El sistema terminado puede conectarse a cualquier diametro de fibra mientras esté acoplada
a un conector FC, sin embargo, fue disefiado para trabajar con fibras con diametro de 400
pum y apertura numérica de 0.48, esto lo define el objetivo de microscopio y el lente de

enfoque hacia el APD, cambiando estos elementos podria ajustarse para otro tipo de fibras.

El disefio cuenta con varias piezas que permiten el ajuste individual del objetivo, de la
estimulacion laser, de los filtros, el enfoque y el sensado, pero varias de estas piezas podrian
maquinarse en conjunto para reducir tiempo de construccion y reducir el error humano
durante el ensamble, sin sacrificar la capacidad para modificar el tipo de filtros o ajustarlo a

otros didmetros de fibra.

Una ventaja de este sistema sobre su contraparte comercial es su portabilidad y facilidad de
implementacién. En las versiones comerciales es necesario conectar cada modulo con fibras
Opticas, la transmisién de energia a través de la fibra 6ptica nunca es ideal asi que en entre la
muestra y la etapa de sensado hay una pérdida de energia que puede empeorar gravemente si
cualquiera de las fibras se dafiara durante su uso. En el sistema presentado en este trabajo la
sefial adquirida de la fibra Optica es colimada, filtrada y reenfocada al sensor mientras la
muestra se estimula con el LED, todo en el mismo componente sin las pérdidas que implicaria

usar fibra dptica para conectar cada seccion. Esta caracteristica también es ventajosa si se
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deseara analizar la sefial de varias fibras al mismo tiempo, para esta modificacion se
necesitaria cambiar el conector de FC por un puerto para conectar un arreglo de férulas
paralelas y cambiar el APD por un una cdmara de video de alta ganancia como una sSCMOS,

similar a lo realizado por el laboratorio de Karl Deisseroth en 2016 [17].

Tan pronto se pueda definir la concentracion adecuada y el volumen inyectable del vector
con base en los resultados de las pruebas de dilucion viral se infectaran los animales
entrenados, despues de dos semanas se realizara la implantacion de fibra de 400 um vy tras

una semana de recuperacion se iniciaran las mediciones in vivo de actividad neuronal.
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13.- Apéndices
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Apéndice 1 — Circuito de instrumentacion para el fotodiodo de avalancha. El integrado es un
MCS555 en modo de oscilador astable con un ciclo de trabajo de 0.5. La cascada de Villard son
diodos 1N4004 y capacitores cerdmicos de 0.1 uF. El amplificador operacional es un LM324 para
funcionar con una sola fuente. Es un seguidor de voltaje, un filtro pasabajas de primer orden con

frecuencia de corte a 200 Hz y un amplificador no inversor de diez veces la sefial de entrada.
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Holder para Objetivo
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Apéndice 2 — Mitad del holder para alinear el objetivo de microscopio de 40x con respecto a la
cara de la fibra éptica. Se realiz6 por medio de impresion 3D en ABS, se dejé un espacio en el
borde de los barrenos para poder introducir una tuerca que sirviera de cuerda. Todas las cotas

estan en milimetros.
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Cubo de Filtrado
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Apéndice 3 — Cubo de Filtrado que sostiene en su ranura rectangular central al filtro dicroicoy en
la ranura cilindrica al filtro Optico pasa-banda. Para esta pieza no es necesario el ajuste de los
lentes, solo mantenerlos fijos, también se imprimié en ABS por proceso de deposicion de material
fundido.
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Conector FC

Apéndice 4 — Contector de férula para la fibra 6ptica que viene desde la muestra a medir, es una
pieza de aluminio para evitar deformacion por conectar y desconectar la fibra.
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Holder para lente de enfoque y APD
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Apéndice 5 — La Ultima etapa Optica es el enfoque del haz de luz filtrado hacia el area efectiva del
APD. Tres pares tornillo-tuerca permiten el ajuste del lente. Se busca que el APD esté a 30 mm de

distancia de la cara mas cercana del lente biconvexo. La pieza se imprimi6 también en ABS.
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Apéndice 6 - Se fabricaron cuatro de estas columnas en aluminio, en sus ranuras se deslizan los

modulos intercambiables de MED Associates. En uno de sus bordes hay un barreno ciego con

cuerda de 1/8 de pulgada.
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Apéndice 7- Columna lateral para caja conductual, se maquinaron cuatro de estas columnas para

sostener las paredes de acrilico.
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Cagja Conductuadl - Tapa Interna
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Apéndice 8 — La tapa de acrilico transparente de la caja conductual tiene un agujero circular de

100 mm de didmetro para permitir el movimiento del raton conectado a la fibra éptica.
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Placa para Conector FC
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Apéndice 9 — Una placa impresa en ABS sostiene al conector FC y lo mantiene fijo con respecto al
holder del objetivo de 40x.
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