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de actividad neuronal en roedores en libre movimiento
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Resumen

Se presenta el disefio e implementacion de un implante crénico
para el registro de actividad neuronal en roedores de pequefio
tamafio. El sistema estd construido mediante impresion 3D
combinando algunos componentes de acero y ofrece la
posibilidad de incluir varios micro-manipuladores independien-
tes. Testeado en animales en libre movimiento ha demostrado
ser capaz de obtener 16 canales de actividad unitaria y de
campo distribuidos en 4 estructuras diferentes mediante elec-
trodos que se mueven independientemente con precision mi-
crométrica.

1. Introduccién

En las ultimas décadas los hallazgos obtenidos en
genética y biologia molecular han supuesto una
revolucién en neurociencias. Sin embargo, y dado que
estamos muy lejos de comprender las bases neuronales
que gobiernan procesos motores o cognitivos como la
memoria, la navegacion espacial, la toma de decisiones o
la planificacion de movimientos [1][2], resulta
imprescindible llevar a cabo registros electrofisioldgicos a
nivel cerebral. Estos procesos implican la coordinacion de
diferentes estructuras cerebrales; circunstancia que
determina la necesidad de realizar registros simultaneos
en distintos puntos del cerebro [3]-[5]; registros que
ademas han de ofrecer informacion acerca de la actividad
neural a diferentes niveles, desde el actividad unitaria
(neurona individual) hasta otros méas globales (como los
potenciales de campo local o electrocorticograficos) [6].

Si bien es posible obtener esta informacién a partir de
estudios realizados en humanos (ya sean pacientes o
sujetos sanos), frecuentemente se plantean cuestiones
éticas que impiden esta posibilidad y que por tanto
motivan la realizacion de estudios neurofisiol6gicos en
modelos experimentales. Generalmente estos modelos
animales se desarrollan sobre animales de pequefio
tamafio (roedores). Por tanto, esto hace que se dificulten
las tareas de registro de actividad neuronal, méaxime
cuando los animales estdn despiertos y en libre
movimiento. En este contexto, y a fin de no alterar la
conducta de los animales, se disefian implantes que van
fijados sobre el craneo y que han de ser tan pequefios y
ligeros como sea posible. Estas soluciones incorporan la
utilizacion de micro-manipuladores que permiten
desplazar los electrodos con alta precision y han sido
utilizadas para realizar implantes agudos [7][8], semi-

cronicos [9] y cronicos [10]. Generalmente los implantes
son disefiados por empresas especializadas y tienen costes
muy elevados. Como alternativa, varios laboratorios han
intentado desarrollar sus propios sistemas [11][12], dando
lugar a soluciones s6lo un poco mas flexibles y asequibles
que las comerciales.

Aqui presentamos una solucién basada en el modelado
mediante impresion en 3D [13]-[16] que consta de varios
micro-manipuladores  independientes que permiten
obtener actividad neurofisiologica (a nivel global e
unitario) en animales de pequefio tamafio en libre
movimiento y que siendo de coste bajo, ofrece una gran
flexibilidad en el disefio. Respecto a otras soluciones
propuestas, la que aqui se presenta permite registrar por
primera vez actividad de diferentes nucleos distantes
mediante este tipo de dispositivos.

2. Material y métodos
2.1. Carcasay micro-manipuladores

El implante consta de una carcasa, 4 micro-manipuladores
implementados mediante pletinas que se desplazan por
medio de un sistema de tornillo sinfin y una tapa que
cierra la carcasa y que sirve para conectar los electrodos
al equipo de registro (Figura 1).

Figura 1. Elementos del sistema de micro-manipuladores. A)
carcasa; B) tapa; C) pletina; D) tornillo; E) barra de
acero.

El disefio ha sido realizado utilizando software de codigo
abierto para el modelado de piezas en 3D (FreeCAD,
http://freecadweb.org/). En la construccién de los
elementos plasticos se ha utilizado una impresora ProJet®
3510 HD (3D systems, South Carolina, USA), cuya
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precision es de 25 um. El material utilizado es resina
acrilica fotosensible de color blanco que emula las
caracteristicas mecanofisicas del ABS.

El emplazamiento de los micro-manipuladores se define
en base a la localizacion de las dianas de registro. En este
ejemplo se han definido como dianas diferentes ndcleos
de los ganglios de la base y del tronco cerebral. Sin
embargo, y dada la versatilidad del disefio, éste puede
modificarse y ajustarse a las necesidades concretas de
cada experimento.

Las pletinas constan de dos agujeros: uno de ellos roscado
para alojar el tornillo sinfin y otro en el que se envainan
los electrodos.

La tapa ha sido disefiada de forma que puede albergar dos
conectores unidos mediante resina epoxi (Ultraminiature
PCB socket connector, 10 contactos, Preci-Dip,
www.precidip.com). Los electrodos van crimpados al
propio conector que sirve de interfaz entre los electrodos
y los terminales del sistema de adquisicion.

2.2.  Electrodos de registro

A fin de cumplir con el objetivo de registrar
simultaneamente actividad unitaria extracelular y de
potenciales de campo local el implante utiliza tetrodos:
electrodos construidos mediante 4 hilos trenzados que dan
lugar a electrodos de reducidas dimensiones (del orden de
micrometros), que cumplen con los requerimientos de
impedancia para el registro de las actividades planteadas
[17] y que ademas posibilitan la utilizacién de técnicas de
procesamiento de sefial que permiten aislar potenciales de
accién a partir de actividad multi-unitaria [18] (spike-
sorting). En nuestro caso, el implante consta de 4 tetrodos
(4 tetrodos x 4 canales/tetrodo = 16 canales en total) que
pueden desplazarse independientemente a lo largo de cada
una de las estructuras diana ajustando los micro-
manipuladores.

En la fabricacion de los tetrodos se han utilizado hilos de
iridio-platino de 17 um (California Fine Wire, USA), los
cuales van trenzados. El proceso de construccion de éstos
es muy similar al propuesto por Liao y cols.[19], con
ligeras modificaciones, y da como resultado tetrodos con
un nivel de rigidez mayor al que se obtiene utilizando el
protocolo tradicional. Finalmente, y para salvaguardar la
integridad de los tetrodos al ajustar el micro-manipulador,
éstos se embeben en una vaina de acero inoxidable
(Coopers Needle Works Limited, Birmingham, UK).

2.3. Montaje del implante

Para el montaje del micro-manipulador primeramente se
hace un agujero en las pletinas para el tornillo y se rosca
para que pueda ajustarse el tornillo sinfin (Figura 2A).
Con los tornillos metidos en las pletinas, se pegan las
barras de acero inoxidable en el otro agujero (Figura 2B).

Usando pines de oro se crimpan los electrodos al conector
y se pega el conector a la tapa con adhesivo instantaneo.
Se meten las pletinas en la carcasa y se cierra la carcasa
con la tapa (Figura 2C). Con ayuda de un destornillador,
se comprueba que las barras de acero bajan (sentido anti-
horario, Figura 2D) y suben (sentido horario, Figura 2E).

Para acabar, la tapa se fija a la carcasa con un tornillo y
adhesivo instantaneo.

Cada pletina tiene un recorrido de 4,5 mm, lo que permite
abarcar la extension total de la practica totalidad de las
estructuras cerebrales de los roedores, desde su porcion
maés dorsal hasta su porcién méas ventral.

2.4. Testeo del implante

El disefio ha sido testeado en el propio Laboratorio de
Neurofisiologia Clinica del Centro de Investigacién
Médica Aplicada (CIMA, Universidad de Navarra)
siguiendo los protocolos aprobados por el Comité de
Etica para la Experimentacion Animal de la Universidad
de Navarra. El sistema se ha implantado tanto en ratas
como en ratones, realizandose registros con los animales
despiertos durante suefio fisiolégico y mientras realizan
diferentes tareas comportamentales; siempre en libre
movimiento.
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Figura 2. (A-E) Esquema del montaje del micro-manipulador
paso a paso. A) roscar el tornillo en las pletinas, B) pegar
las barras de acero en el otro agujero de cada pletina; C)
crimpar los electrodos y pegar el conector en la tapa y los
electrodos en las barras; D-E) comprobar que funciona el
mecanismo de cada micro-manipulador. F) Representacion
del resultado final una vez montado y, G) implantado en el
animal.



3. Resultados

Los registros realizados demuestran que el implante
disefiado tiene la capacidad de obtener registros con una
alta estabilidad.

En la Figura 3 se observa el aspecto real del implante
(Figura 3A), y el aspecto del resultado final del sistema de
micro-manipuladores sobre un animal real (Figura 3B).
Ademas, se muestra como ejemplo la actividad oscilatoria
de 4 canales del propio animal en libre movimiento
(Figura 3C). Aqui, se puede observar actividad de
potenciales de campo en todos los canales de registro,
ademas de apreciarse potenciales de accién de forma
simultdnea en los 3 dltimos canales. De la actividad
multi-unidad de estos tres canales, se han aislado
mediante la técnica de spike-sorting los disparos de cuatro
neuronas individuales (Figura 3D).
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Figura 3. A) Aspecto real del sistema de micro-manipuladores.
B) Ejemplo de un animal implantado. D) Registro
electrofisiolégico de potenciales de campo local y
potenciales de accion con el animal implantado en libre
movimiento. E) Actividad unitaria aislada.

Los registros son estables a lo largo de diferentes
sesiones. EI movimiento de los animales tampoco afecta a
la calidad de las sefiales, y el desplazamiento individual
de uno de los micro-manipuladores no afecta a la sefial
del resto de electrodos. Ademas, los requerimientos de
nuestros experimentos han hecho que los animales estén
implantados alrededor de 5 semanas, sin que este hecho
haya comprometido la calidad de la sefiales del registro,
pudiendo seguir a lo largo de varios dias la actividad
unitaria. En la Figura 4 se puede observar la estabilidad
del registro de tres dias diferentes. Se ha promediado el
espectro de potencias de cinco animales explorando en

campo abierto los dias 11, 27 y 35 de registro sin hallar
diferencias significativas.

Analisis histologicos posteriores permiten determinar con
exactitud la localizacion de los puntos de registro con una
resoluciéon comparable a la ofrecida por las soluciones
comerciales.

Una de las caracteristicas esenciales a requerir por todo
implante es su ligereza, para mayor comodidad del
animal. En cuanto al sistema de 4 micro-manipuladores y
16 canales de registro, el implante (con el conector
incluido) pesa 2,30 g, que no supone mMas que
aproximadamente el 0,6 % del peso total de los animales
en los que se implanta (ratas adultas). También se ha
disefiado otro implante que consta de un micro-
manipulador con 8 canales de registro para implantar en
ratones cuyo peso es de 0,48 g (en torno al 2 % del peso
de un ratén adulto).

Destacar que el coste de nuestra implementacion resulta
ser en torno a 8 6 10 veces menor que el ofrecido por
otras soluciones comerciales o experimentales [16],
soluciones que por otro lado resultan mucho mas rigidas a
la hora de definir el nimero y la localizacion de las dianas
del registro.
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Figura 4. Media y desviacion estandar del espectro de
potencias de cinco animales implantados los dia 1 (azul),
17 (rojo) y 25 (verde) post-cirugia.

4. Discusion

En esta comunicacion presentamos el disefio e
implementacion de un sistema de registro multi-canal
para realizar registros de actividad neuronal en distintos
puntos del cerebro de modelos animales basados en
roedores. El sistema es flexible, facilmente modificable y
de bajo coste.

La tecnologia utilizada est4 basada en la impresion en 3D;
tecnologia que permite obtener prototipos de bajo coste
con alta precision y prestaciones ademas de robustez y
que ha sido utilizada en diferentes entornos, desde joyeria
con plata y oro, hasta en la impresion de 6rganos
humanos [20], incluyendo orejas bidnicas [21], huesos
[22], agregados de células [23] y vasos sanguineos [24]
entre otros.

El sistema propuesto protege los micro-manipuladores
mediante una carcasa implementada en un material de
impresion de altas prestaciones, dotandolo de robustez
suficiente para ser utilizado en entornos en los que los



animales estan en libertad de movimiento (y por tanto el
implante puede sufrir deperfectos) sin que por ello la
calidad de la sefial se vea afectada.

La utilizacion de micro-manipuladores independientes
permite el registro simultdneo de actividad oscilatoria en
diferentes estructuras cerebrales y abre la posibilidad de
realizar estudios a nivel de circuitos. Por otro lado, la
precision micrométrica en el desplazamiento de los
electrodos hace mucho mas accesible poder obtener
potenciales de accion de un mayor nimero de neuronas en
un mismo animal, lo que permite reducir el nimero de
animales involucrados en los experimentos.

Testeado bajo condiciones reales, tanto en ratas como en
ratones, el sistema ha demostrado ser capaz de obtener
registros de actividad oscilatoria neuronal de forma
precisa y fiable.

Por todo ello consideramos que el sistema aqui propuesto
tiene un gran potencial para ser utilizado de forma
rutinaria en estudios electrofisiologicos en modelos
animales orientados a ampliar nuestro conocimento acerca
de los procesos neuronales involucrados en el
normal/anormal funcionamiento cerebral.
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