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“ANALISIS COMPARATIVO DE TRANSDUCTORES BIOLOGICOS OLFATORIOS
PARA FINES INDUSTRIALES”

Los sensores biologicos (SB) aparecen como una de las dltimas tendencias en cuanto al
desarrollo de dispositivos sensoriales. Se estima que los SB sean de gran utilidad en diversos
procesos industriales, pues presentan competencias que les otorgan una valiosa ventaja
comparativa respecto de otro tipo de sensores. Son de especial interés los sensores biol6gicos
olfatorios (SBO), ya que la informacion olfativa estd siendo incorporada cada vez mas en
multiples procesos industriales, pero atin no existen sensores que cumplan con las cualidades
necesarias para que su inclusion sea sencilla y efectiva. Los SBO podrian ser los que satisfagan
estos requerimientos.

El objetivo general de este trabajo consiste en realizar un analisis comparativo de diferentes
técnicas que son un potencial aporte en el desarrollo de SBO, y sus posibles aplicaciones
industriales. Por otra parte, intenta también aportar concretamente en la determinacién del
valor de la conductancia unitaria del canal i6nico de Cl- activado por Ca?* presente en los
cilios de las neuronas receptoras olfatorias, que constituye un elemento fundamental en el
proceso de transduccién olfatoria; cuyo entendimiento cabal incide en el progreso de los
conocimientos que permiten la creacién de SBO.

Se recopila y analiza el material bibliografico relativo a la transduccion biolégica olfatoria,
seleccionando lo més destacable desde el punto de vista del desarrollo de un SBO, incluyendo
interfaz bioeléctrica, codificacién olfativa y aplicaciones que constituyen el mercado de esta
tecnologia. Entre los métodos mas promisorios para aplicaciones en las proximas décadas se
pueden mencionar la combinacion de osciladores de cuarzo con proteinas receptoras
olfatorias, entregando alta sensibilidad en deteccion especifica; para la clasificacion de
distintos olores a diferentes concentraciones, el andlisis de patrones espaciotemporales de la
actividad neuronal en los glomérulos del Bulbo Olfatorio puede ser una técnica alto
rendimiento.

Ademas, se realiza un estudio de la conductancia del canal i6nico, desarrollando un
simulador computacional en MATLAB, que genera datos equivalentes a los obtenidos
experimentalmente por Larsson et al. (1997), pero que permite acceder al valor de la
conductancia del canal asociada a los datos generados. De esta manera, se puede contrastar el
valor obtenido con la metodologia propuesta por Larsson et al. (1997), con el valor real de la
conductancia que produjo dichos datos. Se determiné que la metodologia examinada no
considera los efectos producidos por la conductancia basal de la membrana del cilio, ni la
dependencia del potencial de membrana ante aperturas y cierres marginales de los canales en
torno al valor promedio. Los ensayos realizados con el simulador indican que los factores no
considerados en la metodologia antecedente pueden provocar subestimaciones de hasta un
50% en el valor de la conductancia, sugiriendo una reevaluacién de los valores publicados,
realizando experimentos y modelos que consideren los efectos encontrados.



Agradezco a todos los que han participado en lo que he vivido hasta ahora, a quienes
me incentivan a mantenerme firme en mis convicciones y a disfrutar la existencia.

La realizacion de este trabajo cont6 con el apoyo del Proyecto Anillo de Ciencias y Tecnologia
(ACT 54) y del Programa Bicentenario CONICYT (Juan Bacigalupo).



Tabla de Contenidos

T INtrodUucCCiOn a..ueeeeiiiiiiiiiiiiitttirteecccree e sassanns -5-
2  Antecedentes Generales ......cccccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen -10 -
3 Sensores BiolOZicOS ....uuuueeeeiiiiiiiiiiininnniiiiiiiiiiineecee -15 -
3.1 INVestigaciOn......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeireeeeeeeeereee e aaeaes -15 -
3.1.1  Interfaz Bioel@CtriCa ..oooooeeieiiiiiiiii i, -15 -
3.1.1.1 BT -16 -

3.1.1.2 L A P S e -18 -

3.1.2 Codificacion y Procesamiento............c.cocouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i -23-
3.1.3 Arreglos BiotecnolOGicos ........c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiii -32-
3.1.3.1  AIreglo 08 ANTENAS ... i -32-

3.1.3.2 Revestimiento Proteico ESPeCifiCo ......coviiiiiiiiiiii e -42 -

3.2 APLICACIONES..cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiitietieetieeeeeeeteeereeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeteeeteeeeeeeeeeeeeseeee -48 -
3.2.1 Industria de ALMENtoSs ....coooveiiiiiiiiiieeee e - 48 -
3.2.2  MEAICINA 1o - 50 -
3.2.3 Control Ambiental y Calidad de Vida..........cccoiiiiiiiiii -53 -
3.24  Seguridad y Control..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii -54 -
e T @015 1 =3 4 (o P OO PP PRSP UPPPPPPPRTR -55 -
3.2.6  INvestigaciOn ..........cooooiiiiiiiiiiiiiii - 56 -

4 Desarrollo de Simulador .........eeeeiiiiiiiiinininiiiiiiiiiiiiiinien, - 57 -
4.1 1LY 07 582 Toi 03 4 -57 -
4.2 Analisis de Ruido BASiCO .....uuueieieiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiittiniecccnnnnereecc e -62-
4.3 Revision del Modelo de Cable Finito ........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeene - 68 -
4.4 Revision de Larsson et al. 1997 .......cccuuieiiieiiiiiiiieeiiiiiieeiiiiiieiieeeieeiieeeeeeeeeeeieeeeee -70 -
4.41 Anadlisis de Ruido Modificado ......coooviiiiiiiiiiiiii -70 -
442 Experimento de Cilio EScindido .........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e -74 -

4.5 Adopcion de Modelo Circuital del Cilio .....cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes -76 -
4.6 Modo de OPeraciOn ......ueeeeeeeeeereieiiieiieiiiiiiiiiiiieiiiereeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees -79 -
4.7  Validacion y Generacion de Datos.........eeeeeeeeeeieeeieeeeeeeieeeeeeeieeeieeeieneeeeeeeeeeeee. -82 -
4.8 Diferencia de SUPUESLOS ....ceeeereiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees - 87 -
4.9 Correccion de Conductancia Basal.........ceeeeeeeeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeeneeeenn. -97 -

5 Discusion y Conclusiones ..........ceeeeeeeeeeeeeiieeeieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees -103 -
5.1 Sensores BiolOZIicoS ...cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees -103 -
5.2 Simulaciones y Conductancia de Canal......ccccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiininiiinininnninnnne. - 105 -

6 Bibliografia.....cccccccriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii -109 -
VA N (U5 (o 1 SN -122 -



1 Introduccién

Siempre, durante su historia, la humanidad ha procurado hacerse de herramientas
que faciliten nuestra estadia en el mundo. Ya sea fortaleciendo estructuras,
aligerando cargas, reduciendo tiempo, modificando maneras o con cualquier otra
funciéon se puede encontrar toda clase de adminiculos, herramientas, sistemas,
protocolos, vehiculos, etc. Desde seméforos a cortatifas, de trenes a
videograbadoras, en general los inventos del hombre han tenido como motivacién
inicial facilitar el logro de un objetivo. Dentro de esta motivaciéon universal, la
ciencia ha tomado el rol de generadora de conocimiento, para que luego sea
transformado en aplicaciones, es decir, pasar de ciencia a tecnologia. En el &mbito
de la ciencia y la tecnologia desde hace varias décadas ha habido innumerables
esfuerzos, con excelentes resultados, por emular, para luego controlar, habilidades
o caracteristicas propias de la naturaleza, o de entes biolégicos. La linea de
desarrollo de sensores de todo tipo es una rama fundamental para la integracién
de herramientas computacionales en procesos materiales-reales, pues los sensores
son los sentidos de la méquina. En los sensores se realiza la transduccion, es decir,
la traduccién del estado de una variable fisica, quimica o de otro tipo, a un
formato manejable por una maquina (u organismo). Por esta razon el desarrollo
de nuevos sensores permite casi directamente la automatizaciéon de nuevos
procesos, o al menos el avance en precision o la apertura en campos de aplicaciéon
de procesos ya existentes.

El cientifico francés Nicéphore Niepce, el afio 1816 obtuvo las primeras fotografias
permanentes. En 1877 Thomas Alva Edison realizé la primera grabacién y
reproduccion de voz. Con estos dos inventos ya se cubren tres de las habilidades
humanas mas basicas para interactuar con el ambiente: la Voz, el Oido y la vista.
Los cinco sentidos primarios que posee el ser humano comenzaban a emularse. Y
por mas de 100 afios se ha profundizado, especializado, masificado vy
perfeccionado las tecnologias relacionadas a estos sentidos, consiguiendo
imagenes moviles de alta definicion (HDTV, DVD, etc.), cdmaras infrarrojas,
equipos de sonido de alta fidelidad, reproductores portéatiles, etc. En definitiva un
universo de inventos vinculados a estos sentidos, muchos de los cuales son
sensores. ;Pero qué pas6é con los otros sentidos?, por diversos motivos han
quedado relegados; actualmente se estd experimentando un alza en la valoracion
de estos sentidos secundarios (olfato, gusto y tacto), y naturalmente aumentan
también las investigaciones relativas a ellos, ampliando y profundizando los
conocimientos adquiridos.

En este sentido, el olfato estd siendo investigado desde varios puntos de vista,
muchos de ellos complementarios. Pero en este trabajo se centrard la atencién del
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en los avances y logros referentes a la posibilidad de conseguir que exista, para el
olfato, un universo de inventos que sean un aporte, ayuden, faciliten y/o
entretengan a la humanidad. Para que este universo exista, debe generarse un
conjunto de sensores olfatorios satisfactorios, que se desempefien adecuadamente
en diversas tareas.

En la actualidad ya existe un mini-universo de sensores olfatorios; son
dispositivos electrénicos de alta tecnologia que, aprovechando complejas
propiedades quimicas y fisicas, pueden reaccionar ante estimulos olorosos. Estos
dispositivos se conocen como E-noses!. Por mas de 15 afios que estas e-noses han
evolucionado, incrementado la sensibilidad, reduciendo costos, descubriendo
nuevos principios fisicos y quimicos que permitan transducir. Pero hace algunos
lustros, también surgié en la comunidad cientifica la idea de incorporar a los
principios fisicos y quimicos las propiedades biolégicas, dando paso a un nuevo
espacio de posibilidades, donde los sensores biol6égicos tienen un lugar destacado.

Si la intencidon es crear un sensor capaz de detectar olores, una pregunta muy
natural es jpor qué no usar sensores de olores que llevan millones de afios
funcionando y perfeccionandose, con resultados muy satisfactorios? La pregunta
es muy vélida ;por qué no aprovechar los sistemas olfatorios de las miles de
especies que existen en el reino animal? Desde ese momento existen
investigadores dedicdndose a recorrer, paso a paso, la senda hacia los sensores
biolodgicos olfatorios.

Es muy interesante el desarrollo de sensores biolégicos olfatorios, ya que son un
elemento fundamental para poder construir un universo de inventos relativos al
olfato. Y lo importante es, que paralelo al universo de inventos, existe también el
universo de necesidades satisfechas con dichos inventos. ;Cuantos de los inventos
desarrollados en el ultimo siglo se basan directa o indirectamente en los de Niepce
y Edison mencionados al comienzo de esa introduccién? La impactante
revolucién multimedial que ha experimentado el mundo civilizado, posee, sin
duda, uno de sus pilares sobre Niepce y Edison. La posibilidad de que sélo una
fraccion de los avances conseguidos en base a esos inventos, pudiesen ser
provocados por un invento equivalente en el universo del olfato, es suficiente
para motivar profundamente el desarrollo y la investigacién en esta area.

El Departamento de Ingenieria Eléctrica de la Universidad de Chile, siempre
atento al desarrollo de nuevas tecnologias, ha estado trabajando vy
experimentando con sensores olfatorios (e-noses) desde hace algunos afios, pero

1 E-nose, del inglés Electronic nose, que literalmente significa nariz electrénica.
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con la intencién de mantenerse vigente en las tendencias cientificas, desea iniciar
una rama de investigaciéon dentro del departamento dedicada a los sensores
biolégicos. Con esa idea como norte, y su intrinseco carécter iniciatico, el presente
trabajo tiene como un objetivo especifico entregar la informacién necesaria y
representativa del estado actual de la investigacién mundial relativa al tema de
los sensores biolégicos olfatorios. Y de esta manera, servir de guia a los
ingenieros, investigadores e inventores que se interesen y contintien esta linea de
investigacion, es decir, pretende ser un punto de partida para quienes conformen
el grupo de investigacion del departamento. Se presenta una revision bibliografica
de los avances recientes en tépicos que parecieron relevantes en la eventual
construccién de un sensor biolégico olfatorio.

Para la revision bibliografica se recopil6 informacién y se ordené en dos secciones
principales. En la primera, de investigacién, se presentan los avances y los
conocimientos existentes en temas que apuntan o que son necesarios para elaborar
un sensor biolégico olfatorio. Y en la segunda, de aplicaciones, se exponen las
posibles areas de aplicaciéon de un sensor biolégico olfatorio operativo, y cuéles
son los actuales requerimientos de los sensores olfativos. Ademas, la seleccién de
referencias (Bibliografia) constituye en si misma un aporte para quien se adentra
en este campo de investigacion.

Por otra parte, de manera suplementaria al trabajo compilatorio, estableciendo un
segundo objetivo especifico, en conjunto con el Laboratorio de Fisiologia Celular
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, se procura esclarecer el
valor de uno de los parametros elementales de la maquinaria de transduccién
olfatoria: la conductancia unitaria del canal de cloruro activado por calcio;
presente en los cilios de las neuronas receptoras olfatorias (ver Seccion 2
Antecedentes Generales). Para eso se examina la metodologia utilizada por
Larsson et al. (1997) en el célculo de dicho parametro, valiéndose de un simulador
computacional desarrollado especialmente para este cometido. Contribuyendo asi
a los avances cientificos que permitan entender el funcionamiento del sistema
olfatorio, que indirectamente repercuten en la creacién de sensores biolégicos
olfatorios.

Del problema del calculo de la conductancia unitaria del canal de cloruro activado
por calcio, no existen muchos reportes en los que se publique un resultado del
valor de esta conductancia (Pifferi et al., 2006, Reisert et al., 2003). Los escasos
resultados publicados son similares al publicado por Larsson et al. (1997), ademaés,
se basan en el mismo tipo de metodologia que alli se propone (en la Seccién 4.4.1
se explica detalladamente dicha metodologia).



La revision de la metodologia que condujo a la estimaciéon del valor de la
conductancia, es motivada por mediciones directas de este parametro, realizadas
en el Laboratorio de Fisiologia Celular (Delgado y Bacigalupo, Resultados no
publicados), que discrepan con el valor publicado por Larsson et al. (1997). Los
resultados preliminares de estas mediciones indican una conductancia 8 veces
mayor que los resultados publicados.

Para la evaluacién de la metodologia de Larsson et al. (1997) se construyé un
simulador de corrientes de cilio, el cual -se estima- puede generar datos
equivalentes a los obtenidos experimentalmente, y asi aplicar la metodologia
propuesta por Larsson et al. (1997) a los datos simulados, para contrastar las
conclusiones que de ésta se desprenden, con los parametros que fueron
introducidos al momento de ejecutar la simulacién. Los resultados obtenidos
indican que existen factores no contemplados o menospreciados en Larsson et al.
(1997), que pueden inducir a una subestimacién de la conductancia unitaria de
hasta un 50%. Hecho que siembra incertidumbre respecto de la validez de las
conclusiones publicadas por Larsson et al. (1997).

El documento se estructura en seis capitulos principales, mas un capitulo de
anexos:

1. Introduccién: aqui se motiva al lector, sefialando la importancia de la
transducciéon olfatoria y los sensores bioldgicos; se le presenta una
descripcién del trabajo realizado, destacando los elementos relevantes, de
modo que le sea posible hacerse una idea de lo que la lectura del
documento puede entregarle.

2. Antecedentes generales: consiste en una seccion donde se presenta la
informaciéon basica que describe la estructura del sistema olfatorio, para
facilitar la comprensién de los temas tratados en el ntcleo de la memoria.

3. Sensores Bioldgicos: Constituye una de las secciones medulares de la
memoria. En esta secciéon se presentan los resultados de la revision
bibliogrédfica que pretende informar al lector del estado del arte en materia
de sensores bioldgicos olfatorios.

4. Desarrollo de Simulador: Es la segunda mitad del ntcleo de la memoria. Se
presenta aqui lo relativo a la evaluaciéon del valor de la conductancia
unitaria del canal de cloruro activado por calcio; revisando detalladamente
la metodologia propuesta, y la forma de abordar el problema por medio de
un simulador computacional de un cilio de una neurona receptora olfatoria.
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5. Discusién y Conclusiones: Se entregan las conclusiones que se desprenden
del trabajo realizado, su importancia dentro del tema, las limitaciones del
trabajo realizado, y finalmente se propone futuras consideraciones que
podrian mejorar lo realizado.

6. Bibliografia: Consiste en la lista completa y detallada de las referencias y
fuentes que componen y apoyan lo expresado en esta memoria.

7. Anexos: Se adjunta un disco (CD) donde se encuentran los archivos de
coédigo fuente en Matlab®, generados para la construcciéon del simulador.
También se incluye una version digital de este documento.



2 Antecedentes Generales

El sistema olfatorio es un caso muy destacable de posible convergencia evolutiva
(no homologia?) (Eisthen, 2002). Para muchos animales, este sistema presenta la
misma estructura circuital con estructuras equivalentes entre los filos3. Se
presenta en esta secciéon la estructura anatémica del sistema olfatorio de los
insectos y los vertebrados; ambos filos han sido profundamente estudiados para
describir el funcionamiento de este sistema.

La primera etapa de procesamiento del sistema olfatorio tiene lugar en las
neuronas receptoras olfatorias (NRO). Estas células estan expuestas al medio
externo, pudiendo hacer contacto directo con las moléculas odorantes. Las
neuronas sensitivas, tanto en insectos como en vertebrados, estan dispuestas en
epitelios especializados, compuestos por decenas a centenas de miles de células
receptoras ademas de otras células de sostén (o soporte estructural).

Las NRO de los vertebrados presentan una sola dendrita, de cuyo extremo (botén
dendritico) se proyectan los cilios (un rango aproximado de 5-10 cilios), que son
estructuras especializadas, donde se wubican los receptores moleculares de
odorantes (ver Ilustraciéon 2-1A). En los cilios estd instalada la maquinaria de
transducciéon que desencadena el impulso nervioso (Lowe y Gold, 1991).

Hay evidencia que sugiere que la transduccién puede ser tanto excitatoria (la
célula se despolariza, produciéndose un aumento en la frecuencia de la descarga
de potenciales de accién) como también inhibitoria (se inhibe la descarga de
potenciales de accion) (Delgado et al., 2003; Madrid et al., 2005). La maquinaria de
transduccion mayormente estudiada es la de efecto excitatorio. En la Ilustracion
2-1B se muestra un esquema de operacion de esta maquinaria. Al recibir
moléculas odorantes, el receptor especifico (Buck y Axel, 1991), mediante una
proteina G, induce la activacién de la enzima adenilil ciclasa. Con esto se produce
un aumento en la concentracién del nucleétido adenosin monofostato ciclico
(cAMP), el cual activa a un canal que permite en ingreso del i6n calcio (Ca?*),
ademads de un intercambio de sodio y potasio. El calcio a su vez activa un segundo
canal a través del cual se produce una salida de Cl-, despolarizando atin mas la

2 Homologia es la similitud entre caracteristicas de distintas especies debido a que comparten un
antepasado comun.

3 Filo es una categoria taxonémica fundamental de la clasificacién biolégica, que agrupa a los
organismos de ascendencia comidn y que responden a un mismo modelo de organizacién, como
los moluscos, los cordados o los anélidos.
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célula (Schild y Restrepo, 1998). La conductancia de este ultimo canal es el
objetivo de estudio, tratado en la seccién Desarrollo de Simulador.

A

cilios
medio externo

botén dendritico'

dendrita

medio interno o lumen

Ilustracion 2-1: (Schild y Restrepo, 1998) A: Esquema de neurona receptora olfatoria. B:
Diagrama explicatico de una seccion de membrana del cilio, con los componentes de la
maquinaria de transduccién. R, receptor de moléculas odorantes; G, proteina G; AC, Adenilil
ciclasa; ATP, adenosin trifosfato; cAMP, adenosin monofosfato ciclico; gc., conductancia de
canal activado por nucledtido ciclico; gcica), conductancia de canal de cloruro activado por
calcio; Na*, K*, Ca?* y CI- son los iones de sodio, potasio, calcio y cloro respectivamente.

En los insectos, esta primera fase, si bien es similar, presenta algunas diferencias.
Los 6rganos sensitivos olfatorios cuentan con estructuras cuya complexion es
semejante a los cilios, llamadas sensilla. Estas se distribuyen por la antena y el
palpo Edlar del insecto. Las sensilla son estructuras que consisten en una pared
cuticular’con multiples poros (ver Ilustracién 2-2), a través de los cuales ingresan
las moléculas odorantes, una vez alli no pueden salir, por lo que cuentan con
mecanismos enzimaticos que las degradan. Tipicamente las sensilla contienen las
dendritas de 1 a 5 NRO. Las NRO, al igual que en los vertebrados, son especificas,
respondiendo s6lo a algunas moléculas del espectro de odorantes, también con
respuestas excitatorias e inhibitorias (Hallem et al., 2006).
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Ilustracién 2-2: (Mustaparta, 1990) Dibujo de un segmento de la antena del insecto, con una
sensilla sobresaliendo y la estructura que subyace. La sensilla posee poros en la pared
cuticular, por donde entran las particulas odorantes, haciendo contacto con las dendritas de
las NRO (una sola en el dibujo).

Las siguientes fases del sistema olfatorio de ambos filos son casi completamente
analogas. Los axones de las NRO se dirigen hacia el cerebro, especificamente a
una estructura especializada denominada Bulbo Olfatorio (BO) en el caso de los
vertebrados y Lobulo Antenario (LA) en el caso de los insectos. En estos 6rganos
especializados se alberga, en ambos filos, a los glomérulos, lugar de llegada de los
axones de las NRO. Los glomérulos son una aglomeracién de numerosos axones y
dendritas que alli convergen.

El ordenamiento de los axones en los diferentes glomérulos es dirigido por la
expresion de genes de receptores comunes en las neuronas receptoras olfatorias,
convergiendo, éstas, a los mismos glomérulos.
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En el BO y el LA, ademaés de los glomérulos, existen otras células que conforman
una red en torno a éstos (interneuronas). El grado de entramado es menor en los
insectos que en los vertebrados, pero operativamente son equivalentes. Son redes
que sirven para interconectar los glomérulos, distribuyendo la informacién
transversalmente, de maneras que no estan elucidadas; y para transmitir la
informacioén hacia la corteza cerebral, la etapa siguiente del sistema olfatorio, por
medio de las Neuronas Principales (NP).

En el Bulbo Olfatorio, los glomérulos reciben conexiones de variadas neuronas
(ver Ilustraciéon 2-3A), generdndose un alto grado de interconectividad entre los
glomérulos y las células aledafias. En la seccion 3.1.2 Codificaciéon vy
Procesamiento se sefialan detalladamente las neuronas participantes.

En el Lobulo Antenario se ha observado una menor variedad de interneuronas,
pero igualmente la informacién se distribuye por las Neuronas Principales (ver
[lustracion 2-3B).
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Ilustracion 2-3: (Kay y Stopfer, 2006) Diagrama esquematico de las neuronas constituyentes
del sistema olfatorio, sus agrupaciones y sus conexiones. Se puede ver que en vertebrados (A)
existe una alta interconectividad entre diversas células, y por variados modos, sobre todo en
el sector de los glomérulos y la Neuronas Principales. En cambio en insectos (B) se han
encontrado menos tipos de células, pero igualmente hay interconectividad entre los
glomérulos.
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3 Sensores Bioldgicos

En esta seccién se presentan los resultados de una recopilacién bibliografica, que
pretende ser un buen punto de partida para quien comienza a interesarse en la
transduccion olfatoria y su eventual devenir en sensores biolégicos olfatorios.

3.1 Investigacion
3.1.1 Interfaz Bioeléctrica

Dentro de la potencial creaciéon de un sensor biolégico, son varios las condiciones
que deben alcanzarse para que el dispositivo funcione. No sélo debe haber
claridad en cudl sera el fenémeno que ocurre al percibir un olor, ni de qué modo
estd codificada la informacion de dicho olor en el organismo vivo. Una parte muy
importante, y fundamental en cualquier dispositivo bioelectrénico, es poder
mantener los elementos biolégicos (e.g. neuronas) en las condiciones adecuadas
para que sean funcionales, y, quizas lo més dificil, poder medir las variables de
interés sin perturbar el sistema. En definitiva, hacer una medicién valida de una
variable, de manera pasiva.

En lo medular hay que tener en cuenta que las soluciones extra e intracelular de
las neuronas son conductoras de iones, y los semiconductores de electrones, para
solucionar esto se usa, como intermediarios, electrolitos (que también
intercambian iones). En la zona de contacto se produce una juntura. Son muchos
los fenémenos, y las reacciones muy complejas, producidas en este espacio de
interaccién. Es posible, y existen modelos que permiten hacer las consideraciones
pertinentes, para lograr una buena conexion (Vassanelli y Fromherz, 1998).

Desarrollar esta interfaz o puente tiene muchas aplicaciones que no son sélo de
interés de los sensores biol6gicos, también seria un aporte extraordinario para la
construcciéon de protesis neuronales o medicién de efectos en las células para
pruebas farmacolégicas (Stein et al., 2004; Wang et al., 2005).

Si bien es factible que un semiconductor sense la corriente o el potencial de una
célula, hay que lograr que esta medicién sea comoda para la aplicacion que se
desea implementar. Por esto han surgido técnicas que, a diferencia del patch-
clamp*, pueden medir sin tener que entrar en la célula.

4 Técnica de electrofisiologia que consiste, basicamente, en acceder a la célula, o una parte de ella,
con una pipeta de vidrio -llena con una solucién conductora- que contiene un electrodo,
registrando de esta manera el potencial o la corriente que circula. Actualmente es la técnica que
entrega los mejores resultados de registros electrofisiolégicos.
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3.1.1.1 FET

El uso de dispositivos FET> estd ampliamente masificado para un sinntmero de
aplicaciones electronicas. La biologia no es la excepciéon. Una posible solucién
para realizar buenas y cédmodas mediciones de potenciales de membrana es montar
las células en un dispositivo FET. Permitiendo una medicién pasiva y en tiempo
real, pero confinado a una posicion especifica. Para poder medir los iones existe
una adaptacién especialmente disefiada de un FET denominada ISFET (Ion
Sensitive Fiel Effect Transistor). Los ISFET son simplemente un MOSFET® cuyo
terminal puerta (gate) esta separado del chip, sumergido en una solucién acuosa
como electrodo de referencia (ver Ilustraciéon 3-1).

VG ate

VGate ’
[ Referance
o ‘ a&rct'ode
- ‘S‘lD? - 'S‘lD?
+ + + +
n '\ n n '\ n
ource p-Si Drain ource p-Si Drain
MOSFET ISFET
A B
E / +
Gl pp—
‘-.i'” Vs =
Yo |+ TSN
C

Ilustracion 3-1: (Bergveld, 2003) Representaciéon esquematica de (A) un MOSFET, (B) un
ISFET y (C) la equivalencia circuital comtn a ambos. Un ISFET es simplemente un FET con un
agregado sensible a iones.

Al ser equivalente al MOSFET, el ISFET también responde a las ecuaciones
caracteristicas para cada modo de operaciéon. Tanto para el modo triode y

5 FET: Acrénimo de field effect transistor, en espafiol transistor de efecto de campo.

6 MOSFET: del inglés Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor.
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saturacion la corriente de drenaje estd fuertemente determinada con la relacién
entre el ancho (W) y el largo (L) de la puerta, como se muestra en las siguientes
ecuaciones de la transconductancia (Wang et al., 2005):

Ecuacion 3-1, modo triode:

W

O, = Tcox Vg

Ecuaciéon 3-2, modo saturacion:

On = V%COX Jun(vgs _Vt)

Donde los pardmetros son: la movilidad del portador de carga (u.), el ancho del
gate (W), el largo del gate (L) y la capacitancia por unidad de area del 6xido. En la
Ecuacién 3-1 Vys es el voltaje entre la fuente y el drenaje. En la Ecuacién 3-2,
aparece otro pardmetro: el voltaje de pinch-off (Vi). Vs es el voltaje entre la puerta
y la fuente.

Teniendo en cuenta esto es deseable que la razén entre el ancho y el largo de la
puerta sea lo més grande posible, pero a la vez no pueden superar el tamafio de
una neurona (didmetro aproximado: 15-24 um), pues, no funcionaria como
registro de célula tnica.

En (Wang et al., 2005) muestran el disefio de su arreglo de ISFET con una fuente
comun (ver Ilustraciéon 3-2), con puertas de diferentes tamanos entre 10 ym x12
pm y 10 uym %20 pm.

Ilustracion 3-2: (Wang et al., 2005) Dispositivo de arreglo de ISFET con un cultivo de células
(miocitos cardiacos). El potencial de las células que se ubican sobre los pines de puerta es
susceptible de ser medido con el arreglo de ISFET.
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Resulta evidente que existe una limitacién espacial: no se pueden medir las
células que no estan sobre los electrodos. Al carecer de este control sobre cual es
la célula de interés, se puede perder fendémenos importantes dentro del
experimento. Es muy deseable un sistema que permita medir interaccion de
neuronas, que sea selectivo en cuanto a la neurona que desea medirse, etc.

3.1.1.2 LAPS

La tecnologia LAPS (Ligh-Addressable Potentiometric Sensor) se presenta como una
alternativa -emergente- muy interesante para superar alguna de las limitaciones
que los FET no pueden. Uno de los aspectos méas destacables de esta tecnologia es
la posibilidad de seleccionar el punto especifico sobre el cual se quiere medir el
potencial. Pudiéndose seleccionar, eventualmente, la neurona que quiere
registrarse.

El funcionamiento de esta tecnologia se basa en el uso de un haz de luz que excita
una zona puntual del semiconductor generando un par electrén-hueco, dando
origen a una fotocorriente proporcional al ancho de la capa de depletion’ establecida
en el semiconductor. A su vez, el ancho de la capa depende del potencial local que
haya en el punto que fue iluminado. Finalmente, a través de esta cadena de
relaciones, se puede deducir el potencial existente en el punto iluminado, con el
dato de la corriente registrada (Hafeman et al., 1988; Ismail et al., 2003; Liu et al.,
2006; Owicki et al., 1994; Stein et al., 2004; Xu et al., 2005).

Otra cualidad favorable del dispositivo, es que, lateralmente, no posee estructuras
que restrinjan la distribucién espacial ni el crecimiento de las células que se
cultiven. En otras palabras, la superficie de cultivo se presenta simplemente como
una plataforma lisa, sin pines ni estructuras. Con esta caracteristica las redes
neuronales se pueden formar libremente, y luego con la especificidad de seleccion
de cualquier punto en la superficie del chip, no hay problema para registrar
cualquiera de las neuronas esparcidas sobre éste.

En (Liu et al., 2006) se describe un modelo circuital, basado en las ecuaciones de
corrientes i6nicas de Hodgkin y Huxley, y en la juntura célula-semiconductor
(Fromherz, 2002), para el caso de los registros realizados con dispositivos LAPS:

7 depletion layer se refiere a lo que en espafiol se le dice indistintamente zona de deplecién o
agotamiento o juntura.

-18 -



Ecuacién 3-3

_ d(VM _VJ)+|- )
RJ dt ionica

La Ecuacion 3-3 corresponde al circuito presentado en la Ilustraciéon 3-3C.

culture medium = R.E. _G! |
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.:}_." 32 = —- - =
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D

Ilustraciéon 3-3: (Liu et al., 2006) Diagrama esquematico del sistema a de LAPS para sensar
respuestas de neuronas olfatorias. A: esquema del biosensor usando LAPS. B: detalle de la
interfaz célula-semiconductor. C: modelo circuital del sistema. D: esquema del montaje
experimental.

Si bien esta tecnologia parece ser muy apropiada para la realizacion de
mediciones no invasivas, donde las neuronas crezcan libremente, en la préctica es
muy cierta la frase que Erwin Neher8 public6 abriendo su articulo “Molecular
Biology Meets Microelectronics” (Neher, 2001), la cual decia: “The marriage of living
cells and silicon devices is not without practical difficulties™.

En el estudio publicado por (Stein et al.,, 2004) se realizan experimentos para
evaluar la calidad del registro de la actividad celular utilizando LAPS, cuando la

8 Erwin Neher: Premio Nobel de medicina/fisiologia 1991 junto a Bert Sakmann por sus
descubrimientos del funcionamiento de canales tnicos de iones. Utilizando su invento conocido
como técnica de registro de patch-clamp.

9 Literalmente: “La unién entre las células vivas y los dispositivos de silicio no carece de
dificultades practicas”
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estimulacion se hace directamente con patch-clamp, pudiendo comparar la
actividad registrada con patch-clamp con la registrada con LAPS.
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Ilustracion 3-4: (Stein et al., 2004) A: Esquema del montaje del experimento, en que una misma
célula es registrada por LAPS y patch-clamp a la vez. B: grafico de la corriente introducida en la
célula a través de la pipeta. C: registro (patch-clamp) del potencial generado por la corriente
(A), se nota, en la curvatura, los efectos capacitivos de la membrana. D: registro (LAPS) para la
misma situaciéon. Notar la escala en D, la razon sefial a ruido muy limitante para llevar a cabo
una buena medicién.

En la Ilustracion 3-4D se aprecia que la razén sefial a ruido lograda con LAPS esta
lejos de permitir un andlisis fino de la actividad celular. Las conclusiones que
pueden sacarse de datos como ese no serian de mucha confianza. Para superar
esto —concluyen (Stein et al., 2004)- es necesario establecer un sistema de registro
con LAPS, cuyo nivel de ruido sea varias veces menor que 10 uV, que es el nivel
en que se registran los cambios de potencial extracelular.

A pesar de las dificultades pricticas existe gente en distintas partes del mundo
trabajando en desarrollar sensores biolégicos usando LAPS, justamente tratando
de eliminar esas dificultades pricticas.

Recientemente, uno de estos grupos (Liu et al., 2006) public6 los resultados de
cultivar, estimular y registrar el potencial de células del sistema olfatorio.
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El montaje del experimento es el presentado en la Ilustracién 3-3D. El experimento
fue realizado con células mitrales del BO y con células receptoras olfatorias.

En ambos casos las neuronas eran emplazadas sobre el chip con los revestimientos
adecuados para una buena adherencia y buen contacto. Esto dentro de una cdmara
con soluciéon de cultivo, con los componentes necesarios para el correcto
mantenimiento de la célula. En la Ilustracién 3-5 se muestra las células después de
7 dias de cultivo sobre el chip; incluso se formé una red con conexiones entre
células mitrales y granulares.

Ilustracion 3-5: (Liu et al.,, 2006) Fotografia de el cultivo de las células en el chip LAPS,
después de 7 dias. A: Célula mitral del bulbo olfatorio. B: neurona olfatoria receptora del
epitelio olfatorio. C: red neuronal del bulbo olfatorio, con conexiones entre células mitrales y
granulares.

Las células mitrales fueron estimuladas con acido glutdmico o glutamato (Glu),
uno de los neurotransmisores mas importantes en el bulbo olfatorio. El
estimulante es bombeado a la cdmara de cultivo en repetidas ocasiones, con
diferentes concentraciones. Para Glu 1uM la respuesta registrada por el LAPS no
cambi6 con respecto a la basal, pero al aumentar la concentracién de Glu a 25uM
aparecen unos marcados peaks (10-25uV) que reflejan la estimulacién de la célula
(ver Ilustracién 3-6A). Con esto se demuestra que el LAPS es sensible a cambios
en el potencial extracelular.

Andalogamente, en células receptoras olfatorias, se estimulé con &cido acético
(CH3COOH, un acido orgénico con un distintivo olor pungente). Se usé
nuevamente 3 concentraciones: 1uM, 25uM y 50uM. En la Ilustraciéon 3-6B se
aprecia claramente la aparicién de espigas en la presencia de olor. Se reporta en la
publicacién que la frecuencia de 24 Hz era la primordial (ver Ilustracién 3-6C) y
que la amplitud aumentaba con la concentracion.
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Ilustracion 3-6: (Liu et al., 2006) Resultados de las estimulaciones registradas con LAPS. A:
respuesta de la célula mitral a Glu 25 uM. B: registro de la respuesta de célula receptora
olfatoria antes, durante y después de ser estimulada con acido acético. C: Espectro de potencia
de los datos de B, se destaca un peak en los 24 Hz aproximadamente. Notar que en A y B las
respuestas son del orden de 10uV igual que los obtenido en (Stein et al., 2004).

Finalmente, concluyen que las células cultivadas en este sistema son susceptibles a
cambios en el medio, y, que como experimento exploratorio, éste sugiere que el
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sistema (LAPS) puede ser usado como un novedoso sistema hibrido con miras a
una nariz bioelectrénica.

3.1.2 Codificacion y Procesamiento

Los estudios sobre la estructura del sistema olfatorio han dilucidado en gran
medida sus elementos constituyentes desde el mucus hasta la corteza cerebral. No
obstante el conocimiento de la estructura, la claridad en cuanto al funcionamiento
y el modo en que la informacién de odorantes es tratada, atin no es alcanzada.

El olfato, como sentido, posee varias cualidades que guian la investigacién en
torno de él. En esta revision se excluyen los procesos relativos al aprendizaje y la
memoria en el sistema olfativo. Aqui se examinaré el olfato con sus cualidades de
sentido, es decir, de medio de informacién sobre el exterior.

Las propiedades del olfato son muy claras; y también muy similares en diversas
especies (Eisthen, 2002). El olfato es un sentido que recibe una enorme variedad
de estimulos, debido al enorme ntimero de moléculas odorantes que existen, y
ademas sus posibles combinaciones convierten el espectro de olores practicamente
en una infinidad de posibles estimulos.

Como se vio anteriormente, las muestras de olor son recibidas por una gran
cantidad de células receptoras, que ordenadamente convergen en un numero
mucho menor de Neuronas Principales en los glomérulos. Alli ocurren varias
conexiones y procesos que transforman los impulsos que portan la informacién
olorosa. Dichas transformaciones permiten, posteriormente, una correcta
identificacion, discriminacién y memorizacién en niveles mdés elevados de
percepcion, lo que, por ejemplo, nos permite a los seres humanos reconocer miles
de olores diferentes (Buck y Axel, 1991) en un amplio rango de concentraciones.
La presentaciéon que aqui se hace de algunas evidencias y modelos relativos a los
factores concernientes a este tratamiento de la informacién en el sistema olfatorio,
pretende que el lector quede informado del estado actual de la investigacion, y de
las tendencias y nociones que se manejan en este &mbito de la fisiologia celular, y,
asi, hacerse una idea de lo que queda por hacer, para lograr un buen sensor
bioloégico olfatorio.

En primera instancia las moléculas odorantes llegan a las neuronas receptoras, las
cuales responden con cambios en la frecuencia de descarga de potenciales de
accion (impulsos eléctricos). La codificacién que a este nivel ocurre sélo puede
tener relacién con los dos atributos que poseen estas neuronas: sensibilidad
especifica y posiciéon. Un receptor dado responde a un rango de odorantes
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determinado, por lo tanto posee una selectividad al momento de responder, pues
no todos los odorantes suscitan respuesta. Ademas, los receptores estan ubicados
en ciertas zonas del epitelio olfatorio; gracias a la multiplicidad de receptores que
responden a un mismo odorante se configura un mapa de respuesta a un
determinado odorante (ver Ilustracién 3-7). Existe evidencia de que al aumentar la
concentraciéon de odorante mas receptores responden a dicho compuesto (Hallem
et al.,, 2004, Ma y Shepherd, 2000; Malnic et al.,, 1999; Rospars et al., 2003).
Interesantemente, la capacidad de discriminacién de odorantes, en los insectos,
aumenta con la concentracién (Pelz et al., 1997; Wright y Smith, 2004).

A - 50 um B N=163

© n-amyl acetate {11)
o o @ acetophenone (14)
cineole (4)
. ® 3-heptanone (8)
@ octanol (3)
o octanal (8)
actanoic acid (5)

@ aceophenone/3-heptanone/
n-amyl acetate (1)
@ acetophenone/3-heptanone (3}

© acetophenone/octanol (1)

@ 3-heptanone/octanol (1)

¢ octanal/octanoic acid (1)
cinecle/octanoic acid (1)

¢ cineole/octanal (1)

Ilustracion 3-7: (Ma y Shepherd, 2000) A: Imagen obtenida con fluorescencia de Calcio, del
epitelio olfatorio estimulado con numerosos odorantes. B: Selecciéon de 163 células etiquetadas
segin responden a determinados odorantes.

No se ha encontrado evidencia de un procesamiento mayor en este nivel del
sistema olfatorio.

Las neuronas receptoras envian sus axones a lugares muy especificos dentro del
bulbo olfatorio de los vertebrados (o Loébulo antenario de los insectos), los
glomérulos. A los glomérulos convergen muchos axones, de neuronas que
expresan un gen de receptor olfatorio comtn. De esta forma se relacionan las
neuronas que responden a los mismos odorantes. La combinacion de la salida de
varias neuronas receptoras distribuidas espacialmente (ver Ilustraciéon 3-7)
aumenta la potencia de la sefial, entrega redundancia en caso de dafio de alguna
zona del epitelio y también provoca una reduccién del ruido producido por
fluctuaciones locales de concentracién de odorante (Laurent, 1999). El namero de
glomérulos varia entre 50-1000 dependiendo de la especie, y se tiende a relacionar
con la capacidad de identificar olores.

Una vez en los glomérulos, el sistema se complica notablemente en cuanto a su
conectividad, sobre todo en los vertebrados. Como se aprecia en la Ilustracion 2-3,

-24 -



en cada glomérulo convergen dendritas y axones de varias células. Tanto en el
Lobulo Antenario como en el Bulbo Olfatorio, las Neuronas Principales pueden
ser mayormente uniglomerulares o multiglomerulares dependiendo de la especie
(Dryer y Graziadei, 1994). Atn mas, en los vertebrados los glomérulos poseen
diversas formas de interconectarse, generalmente reciben dendritas de muchas
células diferentes, muchas de las cuales realizan sinapsis reciprocas (ejemplo
marcado con asterisco en la Ilustracién 2-3A). En la Ilustracién 2-3A se
ejemplifican, para el BO, las neuronas que participan y sus conexiones, éstas son:
células de axén corto, células en penacho, algunos tipos de células
periglomerulares, ramas distantes de células mitrales y proyecciones de neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas provenientes de de variadas zonas del cerebro.
Todas dispuestas para coordinar la actividad interglomerular de maneras que han
sido parcialmente elucidadas (Aungst et al., 2003; Hayar et al., 2004; Scott et al.,
1993). En mamiferos, ademas hay conexion entre las células mitrales por medio de
spillover y gap junctions (Kosaka y Kosaka, 2004; Schoppa y Westbrook, 2001;
Urban y Sakmann, 2002).

Tanto en el bulbo olfatorio como en el 16bulo antenario existe una densa red de
neuronas GABAérgicas inhibitorias (neuronas locales en insectos y en vertebrados
células granulares) que establecen sinapsis dendrodendriticas con las Neuronas
Principales.

Como consecuencia de la interconectividad glomerular se produce wuna
distribucién de la informacién olfatoria en las Neuronas Principales. Lo que en
insectos se apoya en el hecho que las Neuronas Principales poseen un rango de
respuestas mas amplio que sus neuronas inmediatamente presinapticas (Wilson et
al., 2004). A su vez, las células mitrales de los vertebrados pueden responder de
maneras diferentes que sus entradas, también responden distinto de sus vecinos
inmediatos, y muchas veces tienen respuesta a estructuras quimicas diferentes
(Egana et al., 2005; Kashiwadani et al., 1999; Mori et al., 1992; Motokizawa, 1996).
Aunque la distribucién de la informacién es bien esparcida en este nivel del
sistema olfatorio, no es uniforme. Mediante varias técnicas de obtencién de
imagenes, se ha estimado el mapa de actividad de respuesta evocada en las
Neuronas Principales. Tipicamente estos mapas estan segmentados, y se traslapan
para diferentes odorantes. Los traslapes aumentan a mayor concentracion
(Friedrich y Korsching, 1997; Johnson y Leon, 2000; Meister y Bonhoeffer, 2001;
Okada et al., 1996; Wang et al., 2003).

La etapa recién descrita del sistema olfatorio, con esta gran cantidad de
interconexiones e inhibiciones, es uno de los puntos de mayor intriga para los
investigadores, y se mantienen bastantes incégnitas sobre los circuitos vy
mecanismos de conexién que alli existen (Schoppa y Urban, 2003).
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Hasta el momento los tnicos atributos que se han descrito en este trabajo como
posibles factores codificadores son qué células responden y dénde se ubican
dichas células. Es decir, la variable espacial, hasta ahora es la tinica que puede
codificar la informacién olfativa. Pero al examinar con mayor resolucién espacial
y temporal surge la variable temporal de las respuestas. Se agrega asi una nueva
dimensién al proceso de codificacion.

El aspecto temporal de las respuestas olfativas se ha estudiado por medio de
examinaciones directas de las Neuronas Principales del BO, registrando los
potenciales o las corrientes, principalmente con electrodos de mayor resolucién
temporal que las técnicas de captura de imédgenes. Se ha encontrado que cuando
un animal se expone a un estimulo odorante, en las Neuronas Principales
susceptibles a dicho estimulo, se generan complejos patrones de disparo en el
potencial de accion. Estos patrones pueden consistir, por ejemplo, en un periodo
de espigas rapidas, seguido por un lapso de inhibicién sucedido otra vez por
espigas rapidas. (Friedrich y Laurent, 2001; Giraudet et al., 2002; Kashiwadani et
al., 1999; Laurent y Davidowitz, 1994; Stopfer et al., 2003; Wellis et al., 1989). En la
[ustraciéon 3-8 se presentan varias situaciones que reflejan la actividad de
patrones temporales en las Neuronas Principales.
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Ilustracion 3-8: (Stopfer et al., 2003) A: Respuesta de una neurona de proyeccién a diferentes
concentraciones de olor a guinda por un segundo (barra horizontal gris). Se aprecia que el
cambio en el patrén de disparo de la neurona es leve para ciertos cambios de concentracién
del odorante y para otros es sustancial. B: Vista global de la respuesta de 14 neuronas de
proyeccion registradas simultineamente, para cinco concentraciones diferentes de tres
odorantes distintos. Cada uno de los quince bloques verticales contiene el registro simultineo
de actividad temporal (las zonas mas oscuras es actividad de mayor frecuencia) de las 14
neuronas (cada fila dentro de un bloque representa una neurona). Aparece una respuesta bien
distribuida por las Neuronas Principales. C: Cuatro neuronas elegidas de las 14 de B
(neuronas: 3, 6, 8 y 13), sometidas a 15 repeticiones para las mismas condiciones estimulantes
de B (5 concentraciones, 3 odorantes). Las 15 repeticiones son muy consistentes en todos las
combinaciones odor-concentracién. En general las respuestas varian con los odorantes, pero
también varian con la concentracion (e.g. PN 13-hex).

En este hecho (existencia de patrones temporales) hay mucho interés por parte de
los investigadores, ya que considerando la variable espacial, més los patrones
temporales, se conforma una representaciéon espaciotemporal que parece tener
mas posibilidades de ser capaz de codificar toda la informacion necesaria respecto
de la identidad y concentracién de un olor.

En los mamiferos, estos patrones temporales de las células mitrales son
relativamente breves, ya que estan supeditadas al periodo de inhalacién del ciclo
respiratorio (Buonviso et al., 2006; Cang y Isaacson, 2003).
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Los patrones temporales de respuesta de las Neuronas Principales, pueden
cambiar cuando un olor diferente se presenta, o cuando la concentraciéon de un
mismo olor varia, como se muestra en la Ilustracion 3-8 (Friedrich, 2006; Harrison
y Scott, 1986; Stopfer et al., 2003; Wellis et al., 1989). Los patrones de respuesta
temporal no son caracteristicos de un olor y una concentraciéon. Diferentes
Neuronas Principales pueden responder con diferentes patrones para el mismo
estimulo (Kay y Stopfer, 2006).

Los patrones temporales surgen principalmente desde los circuitos formados por
las redes neuronales del bulbo olfatorio o del l6bulo antenario segun sean
vertebrados o insectos. Estos patrones temporales pueden formarse por una
composicién entre segmentos excitatorios e inhibitorios. Aparentemente los
circuitos transversales que existen en el bulbo olfatorio (o lébulo antenario) que
interconectan las células son los responsables de los periodos de inhibicién
(Bazhenov et al., 2001a; De Bruyne et al., 2001; Hallem et al., 2006; MacLeod y
Laurent, 1996; Spors et al., 2006; Wilson y Laurent, 2005), pero también existe
evidencia de neuronas receptoras que se inhiben al recibir ciertos odorantes (en
peces estas respuestas son muy comunes).E

Con esta evidencia se aclara la existencia de patrones espaciotemporales en las
Neuronas Principales. Y son estos patrones los que se transmiten a las siguientes
etapas del sistema olfatorio.

De estas representaciones espaciotemporales que se forman en el Bulbo Olfatorio
o Lobulo Antenario, se han obtenido resultados favorables acerca del
procesamiento de sefiales y reconocimiento de patrones (Brown et al., 2005; Galan
et al., 2004, Harrison y Scott, 1986; Stopfer et al.,, 2003). Una hipdtesis muy
interesante, que se evaltia hace algunos afios, es que existen trayectorias
especificas para los estimulos olorosos, dentro del espacio de caracteristicas de las
representaciones espaciotemporales, a través de la actividad de las Neuronas
Principales o los glomérulos.

Esta hipotesis es evaluada realizando experimentos en los que se registran los
patrones temporales de muchas Neuronas Principales (o glomérulos),
cuantificando de alguna manera la intensidad de la respuesta (niimero de espigas,
intensidad de la fluorescencia del calcio, etc.) de cada neurona (o glomérulo) en
cada instante de tiempo, donde el intervalo de tiempo puede definirse
arbitrariamente o de acuerdo a registros de ondas generales del sistema olfatorio.
Con esto se forma un vector k-dimensional, en que k es el nimero de elementos
registrados (e.g. 18 Neuronas Principales). Este vector tiene una posicion de
acuerdo a las k coordenadas, en un espacio de alta dimensionalidad (k
dimensiones), pero dicha posicién varia a medida que pasa el tiempo. Este cambio
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de posicién determina una trayectoria especifica para los elementos registrados
durante esos intervalos de tiempo. Se ha encontrado que estas trayectorias estan
determinadas por el estimulo olor-concentracién, como se muestra (usando
alguna técnica de visualizacién/reduccién de dimensionalidad como PCA) en la
[Nustraciéon 3-9C, en que partiendo del mismo punto de reposo (fase 1), las
trayectorias se alejan determinadas por el odorante, alcanzando la méxima lejania
(o diferenciacién) en la fase 2. Posteriormente, en la fase 3, las trayectorias son de
retorno al punto de reposo. Resultados atin més interesantes sobre esta hipotesis
indican que la amplitud de la trayectoria depende de la concentracion del

odorante, manteniendo la orientacion y la forma (Galan et al., 2004; Stopfer et al.,
2003).

De acuerdo a la diferenciaciéon de los patrones espaciotemporales se ha estimado
que la capacidad de diferenciar exitosamente los estimulos responde a la curva de
la Ilustraciéon 3-9D, en que se presenta la fase 2 como el punto de mayor
factibilidad de discriminacién exitosa (Mazor y Laurent, 2005; Perez-Orive et al.,
2002).

Los resultados de estos trabajos son muy favorables para pensar en desarrollar un
sensor olfatorio biolégico, pues indican que es posible detectar y discriminar
olores en diferentes concentraciones.

Existen numerosos trabajos en que se plantean modelos globales de procesamiento
de la informacion del sistema olfatorio, y particulares del funcionamiento de
algtn elemento especifico (Bazhenov et al., 2001a; Bazhenov et al., 2001b; Brody y
Hopfield, 2003; Getz y Lutz, 1999; Hopfield, 1999; Rospars et al., en prensa; Sivan
y Kopell, 2004; Tuckwell et al., 1996; Vermeulen et al., 1997; Vermeulen y Rospars,
2001; Vermeulen et al., 1996). Estos modelos se basan en la estructura anatémica
del sistema, y cumplen con las competencias reconocidas en el olfato
(Identificacién, invariable a un amplio rango de concentraciones, segmentacion).
En ellos se proponen mecanismos muy inteligentes de procesamiento, que vale la
pena evaluar en la medida que se tengan las técnicas que lo permitan, para asi
descubrir por completo el funcionamiento del sistema olfatorio.

10 PCA, del inglés Principal Component Analysis, técnica que permite reducir la dimensionalidad
de un espacio conservando las posiciones més representativas.
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Ilustracion 3-9: (Kay y Stopfer, 2006) A y B: Respuestas de varias Neuronas Principales (se
muestran 3: PN1, PN2 y PN3) al odorante determinado, sefialado con la barra celeste (A) y
barra violeta (B). Al exponer las neuronas al odorante, se generan los patrones temporales de
respuesta de cada una para ese estimulo olor-concentracion. Se destacan tres zonas dentro del
patron de respuesta (1, 2 y 3), el 1 es la primera fase de respuesta, cuando atn no se han
caracterizado distintivamente cada una de las respuestas de cada neurona; el 2 es cuando la
respuesta expresa los patrones mas distintivos de acuerdo al estimulo; y el 3 corresponde a la
fase en que los patrones, suavemente, dejan de expresarse, volviendo al reposo. El periodo de
oscilacién de la sefial LFP1! determina un lapso unitario o casilla temporal que permite definir
la variacién temporal (de acuerdo a esas casillas) de los patrones de respuesta. C: Trayectorias
de las variaciones de los vectores de respuesta cuantificada, de acuerdo al estimulo olor-
concentracién. También se indican las fases de las respuestas. D: Curva de posibilidad de
clasificacion exitosa de las representaciones espaciotemporales a lo largo del curso temporal
de éstas; la segunda fase es la 6ptima.

Las estructuras de las redes neuronales establecidas en el bulbo olfatorio y en el
l6bulo antenario, implementan formas de control de ganancia o control de
potencia de las sefiales transmitidas. Cuando un estimulo llega a alguna de estas

1 LFP, del inglés Local Field Potential, en castellano potencial de campo local, en que se registra la
actividad conjunta de un grupo de neuronas.
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dos estructuras, se genera una combinacién excitatoria-inhibitoria, como la de la
[ustracion 3-8A. Si la concentracién cambia esta combinacién también cambia en
un nuevo patrén espaciotemporal, pero, igualmente el nimero de espigas que en
total se generan, es similar en el arreglo de neuronas completo. Asi, el bulbo
olfatorio y el lébulo antenario regulan el ntimero de espigas de salida que

transmiten la informacién sobre el estimulo (Cang y Isaacson, 2003; Harrison y
Scott, 1986; Stopfer et al., 2003).

Se ha descrito que existe inhibicién presindptica debido a receptores GABAs en
los terminales de las células receptoras, que reducen la liberacion de glutamato
hacia las células mitrales postsinapticas, a modo de retroalimentacién negativa
(McGann et al.,, 2005, Wachowiak y Cohen, 1999). Asimismo, Las células
periglomerulares que son excitadas por las neuronas receptoras, liberan
dopamina, que activa a receptores D212 presindpticos, disminuyendo también la
liberacion de glutamato (Ennis et al., 2001; Tillerson et al., 2006). Por el contrario,
la acetilcolina liberada por el prosencéfalo puede servir como amplificador de las
entradas de las neuronas receptoras en las células mitrales (Kay y Stopfer, 2006).

Tanto en insectos como en vertebrados, la estimulacién olorosa provoca
sincronizacién oscilatoria (Kashiwadani et al., 1999; Lam et al.,, 2000; Laurent y
Naraghi, 1994; Perez-Orive et al., 2002; Schoppa y Westbrook, 2001, Wehr y
Laurent, 1996). Estas oscilaciones pueden detectarse con registros LFP en las
células del bulbo y en las del 16bulo. Posiblemente estas oscilaciones se deben a
las interacciones circuitales, ocasionadas por las sinapsis dendrodendriticas
excitatoria-inhibitorias reciprocas entre las Neuronas Principales y las
interneuronas GABAérgicas (Bazhenov et al.,, 2001b; Freeman, 1972; Neville y
Haberly, 2003), y por el enclavamiento en fase de estas neuronas con las
oscilaciones locales (Eeckman y Freeman, 1990; Laurent y Davidowitz, 1994;
MacLeod y Laurent, 1996).

La utilidad de estas oscilaciones atun no ha sido dilucidada. Existen varias
hipotesis sobre la funcién de estas oscilaciones, tanto en insectos como en
vertebrados. Una hipétesis es la definicién de un pardmetro temporal (analogo a
un clock de los sistemas digitales), que permitiria verificar los cambios de los
patrones temporales de las neuronas, lo cual ya se revis6, con resultados
favorables en los parrafos anteriores. Otras proponen que la sincronizaciéon de las
oscilaciones es necesaria para la discriminaciéon fina de los olores, y que podria
modularse la intensidad de estas oscilaciones para lograr en ocasiones una
discriminaciéon fina (e.g. olor a guinda) y otras veces una discriminacién mas
gruesa (e.g. olor a comida). (Kay y Stopfer, 2006).

12 Un tipo de receptores de dopamina.
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Posteriormente, en el sistema olfatorio la informacién llega a la corteza cerebral,
donde la informacién es procesada y analizada, mdas asociativamente,
involucrando procesos de aprendizaje y memoria, pero donde también parece
haber cierta organizaciéon en la distribuciéon de la informacién de acuerdo al
estimulo (Haberly, 2001; Illig y Haberly, 2003), pero estos estudios escapan del
alcance de esta revision.

3.1.3 @eglos Biotecnolégicos

Los trabajos revisados que aqui se exponen, corresponden al desarrollo de algunas
técnicas que permiten sensar olores, que no necesariamente se basan en el
funcionamiento ni en la codificacion del sistema olfatorio, sino que son
investigaciones en las que se incorporan y/o wutilizan algunos elementos
particulares del sistema olfatorio, que permiten o mejoran la sensacién de olores,
pudiendo, eventualmente, transformarse una linea de desarrollo de sensores
bioldgicos olfatorios.

3.1.3.1 Arreglo de Antenas

Los insectos poseen un sistema olfativo ampliamente desarrollado. Alrededor de
250 especies de insectos, de las mas de 1000000 conocidas, han sido investigadas
por sus habilidades olfativas (Schroth et al., 2001), encontrandose alta sensibilidad
a las feromonas y a olores de aproximadamente 400 especies de plantas
huéspedes. Las concentraciones minimas pueden alcanzar el orden de partes por
millardo (Schutz et al., 2000), lo que es mil veces mas sensible que las narices
electrénicas (Myrick et al., 2005).

Las antenas son un elemento fundamental en la captacién de olores, realizandose
la transduccién en unos pequefnos pelos denominados sensilla. Luego la suma de
miles de respuestas de diferentes neuronas compone la respuesta de toda la
antena al olor, esto se conoce como Electroantenograma (EAG).

Algunos grupos de investigacion han experimentado en la construccién de
prototipos de biosensores de olor utilizando la informacién de los EAG.
Utilizando insectos de diferentes especies y distinto sexo, cada uno con
sensibilidades especificas, se conforma un arreglo de antenas cuya respuesta, en
conjunto, puede servir para discriminar entre olores.

A continuacion se presenta un resumen de dos reportes en los que se trabajé de
manera similar.
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En (Park et al., 2002) y en (Myrick et al., 2005) configuran el arreglo con 4 antenas
dispuestas en un electrodo cuadruple con referencia comtn. Las antenas de cada
especie se ubican entre una de las puntas de prueba de electrodo y la referencia
comun, adheridas con un gel conductor (ver Ilustracién 3-10).

Antennae

Ilustraciéon 3-10: (Park et al., 2002) A: Montaje de las antenas en el electrodo cuadruple. B:
Electrodo inserto en el cabezal preamplificador. C: Segundo amplificador y monitor de las
cuatro puntas de prueba.

Las antenas, ya montadas en el electrodo, son situadas en contra flujo en un tanel
de viento, en el cual a una distancia aproximada de 3m se ubica un papel de filtro
humedecido con el estimulante a una concentracién determinada. También se
suministran rafagas de olor con pipetas, para las pruebas que requieren una
estimulacion mas controlada.

La idea de utilizar un arreglo de antenas es que tengan diferentes respuestas a los
olores de manera que se forme una respuesta, del conjunto, distintiva, para cada
olor.
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En (Park et al.,, 2002) probaron la respuesta de 5 especies’ a 20 compuestos
(ademas del control), de esta manera se puede ver cudles son las respuestas mas
adecuadas de las especies en pos de crear un arreglo de antenas funcional para la
aplicacion deseada. En la Ilustracién 3-11 se muestran las respuestas de cada
especie a los diferentes compuestos, se puede ver que hay algunas muy disimiles
y otras menos.

13 Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae), Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae), Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera: Noctuidae), Microplitis croceipes (Hymenoptera: Braconidae), y Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae)
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una lista de 20 compuestos, mas el primero que es el control (sin estimulo). Examinando la
figura de manera vertical se puede encontrar el pseudocédigo que genera el arreglo para cada
compuesto. Comparar recuadro rojo punteado (compuesto 5) con el azul continuo (compuesto
8), la respuesta de la especie H. Virescens es un factor discriminante entre estos dos

compuestos.
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En la Ilustraciéon 3-12 se muestran ejemplos de los pseudocddigos que se forman con
el arreglo de antenas y sus diferentes respuestas para algunos!# de los compuestos
utilizados, a través de las 5 especies.

15 Z3-6:0H 15 Z11-16:Ald
0 1.0 ¢ 1.0
<l
0.0 r r v ’ 0.0 . . . BN .
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Ilustracion 3-12: (Park et al., 2002) Grafico de seis compuestos y las respectivas respuestas en
cada una de las especies. Las respuestas estin normalizadas para cada especie de acuerdo al
primer grafico, por eso su respuesta es unitaria.

Los datos recopilados con este experimento sugieren que la clasificacion de los
odorantes es posible, pues la respuesta del arreglo es particular para cada
compuesto.

Al realizar un analisis de grupos, con un arbol jerarquico, (Park et al.,, 2002)
encontraron resultados favorables tanto para la clasificacién de odorantes, como
para la de especies. Para la construccion del arbol se utilizé la distancia
euclidiana. Los resultados se exhiben en la Ilustracién 3-13.

14 73-6:0H, alcohol volétil de hoja verde; Z11-16:Ald, feromona sexual de H. zea y H. virescens;
acido hexanoico, 4cido carboxilico alifatico; benzil acetato, compuesto aromatico; metil
jasmonato, compuesto volatil comun , liberado por plantas; indole, olor nitrogenado de animal
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Ilustracion 3-13: (Park et al.,, 2002) Arriba: arbol jerarquico para la clasificacién de
compuestos, donde los elementos estan vinculados por ser los mas parecidos. Abajo: el mismo
analisis pero para clasificar las especies; estas agrupaciones aproximadamente coinciden con
la cercania evolutiva.

Ademas de los prosperos resultados del analisis anterior, (Park et al., 2002)
lograron un sistema muy robusto y estable de registro para 4 especies (en 4
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electrodos) simultaneas. Con un sistema asi, los registros en tiempo real pueden
ser de la calidad necesaria para que el andlisis también sea en tiempo real. En la
[ustraciéon 3-14 se muestran algunos registros simultdneos, con las antenas
puestas en el tinel de viento.
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Ilustracion 3-14: (Park et al., 2002) Registro crudo obtenido para tres odorantes en cuatro
antenas simultineamente. En los momentos sefializados con las barras negras se sometia el
arreglo al odorante determinado. En la respuesta cruda igual es muy marcada la intensidad de
la respuesta. Se utiliza aca otra especie en ambos sexos: Trichoplusia ni (TN).

La calidad de los registros obtenidos pronostica una factible operacién en tiempo
real.

Con esto como antecedente, el grupo de (Myrick et al.,, 2005) recientemente
comunicé los resultados de su trabajo. Usando el mismo montaje antes descrito (4
antenas registrando simultdneamente), pero con un procesamiento de datos en
tiempo real.
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La adquisicion de datos se hizo de manera convencional, primero con un
amplificador de bajo ruido, luego un filtro pasa altos, a continuacién el segundo
amplificador, y finalmente un filtro pasa bajos, cuya salida se conecta al conversor
analogo-digital en el computador. Todo a través de cables apantallados para
evitar el ruido.

Una vez en el computador, implementaron en Labview 6.1 un algoritmo de
extraccién de caracteristicas y luego un clasificador.

(Myrick et al., 2005) definieron como caracteristica fundamental la amplitud sima-
cima de la despolarizacién del EAG, este es comparado con un umbral (que define
el usuario), si no supera el umbral el evento se desecha, si lo supera es
considerado como valido. Las otras dos caracteristicas usadas son: la pendiente de
inicio, y la segunda derivada en el méaximo.

Con las 3 caracteristicas para cada uno de los 4 registros para cada olor, resulta,
finalmente, un vector de caracteristicas de 12 elementos.

Como clasificador se utiliz6 el principio de “los K vecinos mds cercanos” (KNN1).
Con este principio se determina la probabilidad de que una muestra pertenezca a
una clase de acuerdo a su cercania a datos rotulados previamente evaluados
(entrenamiento). Para medir la cercania utilizaron la distancia manhattan, en la
Ecuacién 3-4 se muestra la férmula que indica la distancia entre un punto g de
prueba y uno x de entrenamiento, donde g; y x; son cada uno de los elementos del
vector de caracteristicas:

Ecuacion 3-4
dqx = Z|q| - Xi|
1

Y como estimador de la probabilidad de pertenencia a la clase ¢ del punto de
prueba g emplearon la siguiente expresion:

Ecuaciéon 3-5
z]/(dqx + a)

P(q c C): xeKaxec

Z::I/(dqX + a)

xeK

Donde a es un niimero pequefio para evitar la divisién por cero, y K es el conjunto
de los k vecinos més cercanos, y c es la clase que se esta evaluando.

15 KNN, del inglés K Nearest Neighbor.
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El programa ademas admite el ingreso de un umbral de confianza, que en caso de
no ser superado, el sistema entrega como respuesta olor desconocido.
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Ilustracion 3-15: (Myrick et al., 2005) Registros crudos de EAG. En A se muestran las
respuestas a una feromona, y en B a un olor no feromoénico. Las respuestas no feroménicas son
cerca de un orden de magnitud menores (notar la escala). Estos son los datos que luego son
procesados para la clasificacion. La caracteristica amplitud sima-cima es la primordial en la
diferenciacion de los datos.

Las pruebas de robustez y precisién presentadas en la publicacién consisten en
variar 4 parametros con supuesto de ceteris paribus, y graficar la precisién en
funcién de los cambios del parametro en cuestion. Los parametros variados son:
umbral de amplitud sima-cima, nimero de puntos de entrenamiento, nimero de
K vecinos cercanos por olor, y valor de confianza. Cuando un parametro era
variable, los otros permanecian en su valor predeterminado, 100uV para el umbral
de amplitud, 100 para el nimero de puntos de entrenamiento, 10 para los vecinos,
y 0.8 para la confianza.

Al igual que como se muestra en la Ilustracion 3-15, se hizo 2 tipos de
experimentos, uno para feromonas y otro para olores feromoénicos (tipo 1) y no
feromonicos (tipo 2); el tipo 2 fue hecho 2 veces.

La Ilustracién 3-16 muestra el grafico de precision versus cada uno de los
parametros variados. Se aprecia claramente la gran habilidad que naturalmente
poseen los insectos para percibir feromonas (exp 1), reflejada en el nivel en que se
mueve la precisiéon para esos olores.
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Ilustracién 3-16: (Myrick et al., 2005) Grafico de rendimiento del sistema ante la variacion de
un parametro. A: variacion umbral de amplitud. B: variacién cantidad de puntos de
entrenamiento. C: variacién de cantidad de vecinos mas cercanos. D: variacién del parametro
de confianza.

En la Ilustracién 3-16A parece ser que el 6ptimo para los experimentos tipo 2 esta
cerca de los 100uV, al aumentar el umbral se desechan las actividades mas
pequefias, propias de los olores no feromoénicos. En la Ilustraciéon 3-16B
evidentemente el rendimiento mejora mientras mejor entrenado esté el sistema,
pero més alld de 70 puntos de entrenamiento la mejora parece minima. La
[ustracién 3-16C muestra que para menos vecinos cercanos considerados en la
estimacion de la probabilidad el rendimiento es mejor para los datos evaluados.
Finalmente la Ilustraciéon 3-16D también presenta un decaimiento del rendimiento,
ya que es cada vez mds exigente, y con menores diferencias responde olor
desconocido, cosa que para las pruebas es errénea.

En definitiva, (Myrick et al.,, 2005) implementaron, de hecho, una nariz
bioelectrénica, con un parametro de confianza configurable de acuerdo al costo
que impliquen los falsos positivos en la aplicacién que se implemente. Los
resultados de rendimiento estdn en general en el rango de 50-100%, Destacandose
la precision para la clasificacion de feromonas, pero en cuanto a los olores no
feromonicos, esta atn lejos de poder satisfacer la mayoria de los requerimientos
exigidos en un sensor de olores.
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3.1.3.2 Revestimiento Proteico Especifico

Dentro de las incursiones de la biologia en la deteccién electrénica de olores, una
muy destacable consiste en utilizar la capacidad selectiva de los receptores de las
neuronas olfatorias. Ya que dentro de la maquinaria de transducciéon olfatoria
existe ese primer paso, en que la molécula de olor se adosa a una proteina
receptora especifica (Buck y Axel, 1991; Levy et al.,, 1991; Malnic et al., 1999),
algunos intentos se han hecho, para utilizar esa cualidad, y asi, incrementar la
especificidad de dispositivos electronicos sensores de moléculas, ya existentes.

Los cristales de cuarzo microbalanceados (QCM?!) son dispositivos piezoeléctricos
que oscilan a una determinada frecuencia, y al adsorber una particula en la
superficie receptora, modifican la frecuencia de oscilacién de acuerdo a la masa de
dicha particula segtn la Ecuacién 3-6, donde fy es la frecuencia inicial, A es el area
de la superficie, p es la densidad del cristal, t es el grosor del mismo, y, Am y Af
son los cambios en la masa y la frecuencia.

Ecuacioén 3-6

Am

Af =—f, —
Apt

La ventaja de usar QCM es que se puede conseguir facilmente porque ya es un
producto existente en el mercado, de relativo bajo costo, que logra una
sensibilidad de 100 pg, lo cual alcanzaria para percibir, por ejemplo, diacetil
(masa molar: 86 g/mol) en una concentracién de 1 pM, lo que supera ampliamente
la sensibilidad humana (Sung et al., 2006).

A continuacién se revisardn dos reportes de trabajo experimental que consiguen

combinar la especificidad de las proteinas receptoras con la sensibilidad de los
QCM.

Las publicaciones de (Ko y Park, 2005) y (Sung et al., 2006) trabajan basicamente
con el mismo principio, pero con algunas diferencias experimentales. En el
primero utilizan la proteina receptora olfatoria de rata 17, y la cultivan en células
de rifién humano embriénico (HEK-293); en el segundo la proteina es la ODR-10
del gusano (C. Elegans), y el cultivo es en la bacteria Escherichia coli.

El procedimiento consiste en usar técnicas de ingenieria genética, para expresar
una proteina receptora del sistema olfatorio, y luego bafiar el QCM, de modo que
se forme un revestimiento proteico, cuya capacidad de adsorcién sea especifica
gracias a la proteina receptora.

16 QCM, del inglés Quartz Crystal Microbalanced.
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Se explicard el procedimiento de (Sung et al.,, 2006), pero es completamente
analogo para el otro, s6lo que con los elementos correspondientes a esas proteinas
y células.

La amplificacion del gen para la clonacion se hizo usando PCRY’, marcando el gen
de la proteina con 6xHis-tag en el terminal C. Luego se insert6 en el vector de
expresion pGEX 4T-1, que a su vez posee el gen GST™ en el lugar de clonaciéon. En
definitiva el gen de la proteina queda marcado con 6xHis-tag por el terminal Cy
con GST por el terminal N. El vector de expresion resultante se muestra en la
[ustracion 3-17.

— -G

Ptac GST- tag odr-10 6x His tag

Ilustracion 3-17: (Sung et al., 2006) Diagrama del vector de expresiéon resultante. El gen de
ODR-10 esta marcado por ambos flancos con GST y 6 His. Ademas esti, lo primero, el
promotor.

Ambas etiquetas fueron utilizadas en la purificacion, y luego se verificé la
proteina con Western blot. Luego se cultivé las células y se obtuvo la membrana
donde se expreso la proteina.

Finalmente se realiz6 el recubrimiento de la superficie del QCM, se dejé secar, y
se midié la nueva frecuencia de resonancia. Porque al agregar el revestimiento,
inevitablemente se produce un cambio en la frecuencia debido a que se agregod
material, y la frecuencia varia de acuerdo a la Ecuacion 3-6.

Para comprobar la eficacia del recubrimiento con la proteina receptora especifica,
se hizo una prueba en la que se sometia a la presencia del olor estipulado un QCM
cuyo revestimiento fue hecho con membrana del mismo tipo de células de cultivo,
pero que no se les indujo la expresiéon del gen, y se comparé con las que si se
indujo la expresion. En la Ilustracién 3-18 se muestran los resultados para los dos
experimentos revisados (Ko y Park, 2005) y (Sung et al., 2006).

17 PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction.

18 GST, del inglés Glutathione S-transferase, gen utilizado en sistemas de fusién en Escherichia coli.
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Ilustracion 3-18 Respuesta de cambio de frecuencia del QCM ante el olor especifico de la
proteina clonada. Como control se recubrié el QCM con membrana de célula en la cual no se
indujo la expresiéon de la proteina, y se compara la respuesta del QCM que si fue revestido
con membrana inducida a expresar la proteina. La respuesta es mucho mayor en la inducida

para ambos experimentos. A: (Ko y Park, 2005) Proteina I7, inducida en células HEK-293. B:
(Sung et al., 2006) Proteina ODR-10, inducida en E. coli.

- 44 -



Los resultados son muy favorables, demostrando el éxito del revestimiento con la
proteina especifica, y ensefiando la magnitud del cambio producido. En
conclusion el QCM revestido es mas sensible, pero ahora hay que comprobar que
dicha sensibilidad es especifica para el odorante de interés.

La siguiente prueba consisti6 en exponer el QCM a diferentes compuestos
odorantes. Estos odorantes eran todos aldehidos (desde Cs-Ci9, 0 hexanal a
decanal), donde la tnica diferencia entre uno y otro es un grupo metilo (CHz), de
los cuales el octanal es el ligando para la proteina I7;, para el experimento con
ODR-10 ademas se expuso a diacetil, ligando de dicha proteina.

En la Ilustraciéon 3-19 se presenta los resultados de exponer el QCM a los
diferentes compuestos. La especificidad es notable, en algunos casos la respuesta
al ligando llega a ser hasta 8 veces mayor que a otro compuesto.
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Ilustraciéon 3-19: Grafico de barras de respuestas a diferentes compuestos. Se aprecia que el
cambio de frecuencia es notablemente mayor para el compuesto ligando de la proteina del
revestimiento. A:(Ko y Park, 2005) ligando octanal. B: (Sung et al., 2006) ligando diacetil.
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Ademas del incremento en el cambio de frecuencia y de la especificidad, el QCM
con revestimiento proteico presenta un amplio rango de deteccién, cuya
respuesta varia linealmente con el logaritmo de la concentracién.

= =
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Ilustracion 3-20: (Sung et al., 2006) Respuesta del QCM con proteina receptora a diferentes
concentraciones del ligando. La relacion entre el cambio de frecuencia y la dosis parece ser
lineal con el logaritmo de la concentracion, igual relaciéon fue reportada por (Ko y Park, 2005).
El umbral de deteccién es 1pM, valor muy inferior al limite humano.

Al aumentar la concentracién, por sobre el rango presentado en la Ilustracion
3-20, la respuesta no contintia aumentando, aparentemente la proteina se satura y
no captura mas ligando.

Un aspecto muy destacable de los resultados obtenidos por (Ko y Park, 2005), es la
durabilidad del biosensor. Segtun lo publicado el QCM, revestido mantuvo las
respuestas anteriormente expuestas por al menos 3 meses, con almacenamiento de
espacio abierto. Lapso que supera ampliamente los periodos de cultivos de las
células y antenas antes revisadas.

Muchos grupos de investigadores han secuenciado y clonado varios genes de
receptores olfatorios humanos, este sistema puede ser una herramienta de gran
utilidad para dilucidar la funcién de esos genes dentro de la recepcién de olores.
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3.2 Aplicaciones

En la presente seccién se revisa algunas de las aplicaciones existentes para
sensores de olores, y los resultados logrados en estas incursiones. Ademas, se
propone ambitos de aplicacion atn no explorados por razones de
incompatibilidad de los sensores utilizados con el nicho sefialado, pero que se
estima que la informacién de olores es un aporte valioso para dicho proceso.

La revision tiene como fin entregar una idea del universo en el cual se insertaran
los sensores biolégicos olfatorios cuando pasen la etapa de investigacion,
prototipo y, finalmente, lleguen a ser un producto de mercado. Asimismo, esta
revision da cuenta de las lineas generales de los requisitos que se espera que
cumplan los sensores olfatorios en los mercados que existe demanda.

Naturalmente, los campos de aplicaciéon para los sensores biolégicos olfatorios
son, de antemano, los mismos que los de las narices electrénicas, ya que es muy
bédsico concebirlos como una competencia de éstas. Por eso es interesante
examinar las participaciones y los resultados logrados por parte de la e-noses en
procesos industriales, médicos, ambientales, de seguridad, etc.

3.2.1 Industria de Alimentos

La industria de alimentos es un mercado muy grande para los sensores de olores.
Son muchas la etapas, y variados los productos en los que la variable olorosa
posee un peso a la hora de la valoracion del producto. Actualmente en la mayoria
de las industrias alimenticias existe personal de planta, cuya misién es monitorear
o evaluar el estado de los elementos producidos. Dentro de esta evaluacion, el
olor es un indicador muy relevante, y muy considerado, pero de manera subjetiva,
y un tanto primitiva comparada con otras etapas del control de calidad de la
produccion. El hecho de tener un plantel monitoreando el olor, dentro de una
linea de produccién donde la presion, temperatura y muchas otras variables son
controladas automaticamente, implica un costo mucho mayor al que si hubiese
una maquina, un retardo en la linea de produccién, y un componente subjetivo
insoslayable cuando la evaluacién es realizada por personas, en que naturalmente
cada una tiene una apreciacién diferente de un mismo fenémeno. Por todo lo
anterior es adecuada la insercion de sensores de olor en las lineas de produccién,
y las empresas no titubearian en incorporar un sensor que cumpla con la funcién
requerida de manera rapida, segura, econémica y objetiva.

Por otra parte, el olor no s6lo es un indicador de la calidad o estado del producto,
sino que también es una caracteristica particular y distintiva de cada producto
(e.g. cepa de vino, sabor de helado, maduracion del queso, etc.), y como tal, es un
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factor clasificatorio importante. Por lo tanto, la clasificacién de los productos
puede ser facilitada usando la informacién olfativa, es decir, es otro campo de
aplicacion de los sensores de olor dentro de la industria alimenticia.

En estos dos sentidos -monitoreo y clasificacion- las e-noses han tenido, desde
hace méas de una década, numerosas intervenciones en la industria. Claramente,
con el tiempo y la consecuente modernizacién de los instrumentos y las mejoras
de los algoritmos de procesamiento, son més los campos de aplicacién, y mejores
los resultados logrados.

Se presentan a continuacién algunos de los reportes publicados sobre estas
incursiones de las e-noses en la industria alimenticia, con la intencién de entregar
una idea representativa de los trabajos existentes en este ambito.

Desde los albores de las e-noses se les introdujo en tareas como las mencionadas.
Hace casi 15 afios se publicé sobre el uso de una e-nose en la clasificaciéon de
cervezas (Pearce et al.,, 1993). El sistema se basa en un arreglo de polimeros
conductores, en que cada uno de los polimeros es sensible a ciertos compuestos
volatiles de la cerveza. Aun en los inicios los resultados eran promisorios. Se
clasificé con éxito varias cervezas comerciales, y se discriminé entre las de tinciéon
natural y las de tincion artificial.

Desde entonces los intentos de introducir las e-noses en la industria alimenticia
han sido muy regulares. Como se mencion6 anteriormente, las tareas asignadas
son preferencialmente de monitoreo y clasificacion. Lo que si son bastante
variados, son los rubros de la industria alimenticia en los que se prueba las e-
noses.

Se han publicado usos de las e-noses para la clasificacion de miel (Benedetti et al.,
2004); como indicador del periodo de almacenaje de manzanas (Brezmes et al.,
2001; Saevels et al., 2004); como detector de la ranciedad de la leche (Capone et al.,
2001); como calificador de la calidad de manzanas y naranjas luego de la cosecha
(Di Natale et al., 2001); como estimador de la calidad del té (Dutta et al., 2003; Yu
y Wang, aun no publicado); detector de podredumbre de bananas no destructivo
(Eduard et al., 1999); indicador de adulteracién del aceite de sésamo (Hai y Wang,
2006); para clasificaciéon de la calidad del grano de maiz (Jonsson et al., 1997);
como clasificador de vinos (McKellar et al., 2005); para monitoreo de calidad de
productos lacteos (Schaller et al., 1999); como evaluador de la calidad de tomates
(Sinesio et al., 2000); y como detector de ranciedad de papas fritas (Vinaixa et al.,
2005). Las incursiones son numerosas, aqui se nombran sélo algunas, pero estas
entregan una idea de lo variados que pueden ser los rubros, pero también también
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que la labor es basicamente la misma, mas atn si se considera que monitorear y
clasificar resultan tareas diferentes de acuerdo al uso que se haga de la
informacion sobre las cualidades del producto o la etapa del proceso productivo
en que se realicen las observaciones.

En cada una de estas aplicaciones de las e-noses, deben converger tres elementos
para que el resultado sea el mejor posible: el tipo de sensor, el procesamiento de
los datos (reconocimiento de patrones) y, lo primero, el tipo de odorantes. Como
tipicamente el tipo de odorantes estd determinado por la aplicacién en la cual se
desea implementar el sistema, son los otros dos factores los que deben manejarse
en pos de un buen resultado.

Generalmente, en las publicaciones revisadas se entregan los resultados para las
técnicas usadas, casi todos los grupos de investigacién realizan multiples pruebas
buscando el procesamiento que mejor se ajuste a las condiciones de la aplicacion
en la que se implementa el sistema.

Probablemente sucederd lo mismo con los sensores olfatorios biolégicos. Habra
que buscar los algoritmos y tipos de sensor mas apropiados para los odorantes
propios de la aplicacion.

3.2.2 Medicina

Desde los origenes de la medicina el olfato (y el gusto) del médico, o mejor dicho
el olor del enfermo, constituia un factor importante para el diagnodstico. Por
ejemplo Diabetes mellitus significa literalmente orina dulce, esta denominacién
surge cuando los médicos griegos utilizaban la gustacién y el olfato para sus
diagnosticos. Con el paso del tiempo, y la expansion del positivismo (siglo XIX) es
cuando se desestiman la mayoria de las técnicas cualitativas, y s6lo lo medible es lo
real. Surgieron entonces todas las técnicas de quimica analitica, y el olfato dejo de
ser un elemento decidor en los diagnoésticos.

Pero con la aparicién de las e-noses, y la posibilidad de poder cuantificar la
informaciéon de olores, emerge otra vez la posibilidad de usar el factor odorante
como informacioén valida y uatil en el diagnéstico de algunas enfermedades.

Los compuestos volétiles pueden ser elementos caracteristicos, muy distintivos de
algunas enfermedades, y en general el aporte de las e-noses es simplemente
detectar estos compuestos. Si la aplicaciéon lo permite, el sistema puede estar
basado en la deteccién de los odorantes. En este sentido ya existen sistemas

-50 -



patentados para el diagnéstico de ciertas enfermedades, siendo en algunos casos
los mismos investigadores de las universidades los inventores, y las universidades
las que se asignan las patentes (US pat: 6461306; 5698089; 6620109), lo cual
constituye un gran incentivo para el desarrollo de nuevos sistemas, ademaés, del
aliciente cientifico.

La funcién que desempefian los sensores de olor en estas tareas médicas son
bésicamente un complemento que se suma al resto de los factores que le indican al
médico cudl puede ser la afeccién que aqueja al paciente. Pero al tratarse de una
medicion de odorantes, tiene la ventaja de muchas veces ser no invasiva, como en
los casos de andlisis de aliento, o de infeccién de heridas. Ademds es una
herramienta de monitoreo para situaciones de cirugia o similares, pudiendo
indicar los compuestos presentes y sus concentraciones, pudiendo evitarse
analisis quimicos que pueden demorar mucho.

A continuacién se enuncian algunas de las aplicaciones que han tenido las e-noses
en la medicina.

Un resultado muy relevante para la mayoria de las aplicaciones médicas de las e-
noses es demostrar que éstas son sensibles de algin modo a la actividad bacterial.
Un trabajo que aborda esta inquietud intenté clasificar el tipo y etapa de
desarrollo de dos microorganismos potencialmente patégenos: Escherichia coli (E.
coli) y Staphylococcus aureus (S. aureus). La deteccion de S. aureus alcanzé el 100%
de efectividad, y la de E. coli el 92%. Ademas, la predicciéon del desarrollo de los
cultivos logré un 81% de precisiéon (Gardner et al., 1998).

Este tipo de experimentos siguen realizandose, tratando de ser mas especificos y
més sensibles. Un grupo de investigadores se propuso identificar 13 tipos de
bacterias in vitro, y lo mismo para infecciones urinarias in vivo (Kodogiannis et al.,
2002). Los resultados apuntan a la futura utilidad que tendran estas mediciones
una vez que se logre la calidad necesaria en estas técnicas.

Esto es un excelente antecedente para promover el desarrollo y la incorporacién
de sistemas basados en odorantes para las aplicaciones médicas.

La Universidad de Pennsylvania, EE.UU. utiliz6 una e-nose para analizar la
neumonia de algunos pacientes, dando una puntuaciéon al grado de infeccion
sufrida (CPISY). Esta estimaciéon hecha por la informacién de odorantes se

19 CPIS, del inglés Clinical Pulmonary Infection Score
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contrasté con la mediciéon del grado de infeccién utilizando el procedimiento
regular basado en el andlisis bacteriolégico del lavado broncopulmonar. La
correlacion entre la estimaciéon de CPIS hecha por la sistema basado en la e-nose,
con el valor real de CPIS obtenido con la técnica tradicional, fue de R2?=0.81. El
grupo de investigacion continu6 trabajando con la e-nose intentando clasificar las
bacterias que producen la infeccion.

10,00

R® = 0.81 (p<.0001)

8,00 1

6.00

CPIS estimado
A

2,00

0,00 T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

CPIS estimado

Ilustracion 3-21: (Hanson y Thaler, 2005) Relaciéon entre el CPIS estimado con el sistema
basado en la e-nose y el real obtenido con las técnicas tradicionales. La correlaciéon entre los
valores tiene un R?=0.81, 1o que es un resultado bastante promisorio.
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Otros trabajos se han publicado en la misma linea de analisis del estado
pulmonar. La idea es lograr un sistema no invasivo para identificar el cancer
pulmonar, utilizando muestras del aire exhalado por los pacientes (Di Natale et
al., 2003; Xing et al., 2005). Los resultados obtenidos por los grupos han sido muy
alentadores, mostrando que el sistema de deteccion de cancer, utilizando la
informaciéon de los compuestos volatiles, puede ser muy efectivo, ademas de
ventajoso comparado con los tediosos examenes tradicionales. Los grupos de
investigadores siguen trabajando tratando de mejorar la sensibilidad, para poder
realizar un diagndstico preciso, a temprana maduracién de la enfermedad.

Otros trabajos relativos al sistema respiratorio han sido explorados. Algunos de
ellos intentan identificar enfermedades como rinosinusitis crénica y otras
afecciones rinolégicas (Mohamed et al.,, 2003; Thaler, 2002). Los resultados de
estas investigaciones preliminares, de aplicacién y uso de esta tecnologia basada
en e-noses son muy satisfactorios. En ellos se demuestra que la informacién de
odorantes es muy valiosa para el diagndstico de rinosinusitis crénica, alcanzando
una clasificacion correcta del 80% (Mohamed et al., 2003). El procedimiento de
examinaciéon elaborado es muy simple, obteniendo las muestras en bolsas
plasticas herméticas, con el aire exhalado haciendo mas féacil y cémoda su
ejecucion.

Los investigadores sefialan que con un sistema maduro y robusto de clasificaciéon
de estas enfermedades, mas los exdmenes actuales, se lograria un diagnodstico
mucho mas preciso y temprano.

También se ha utilizado sistemas basados en e-noses para la evaluacién de
halitosis (Tanaka et al., 2004), diagnéstico de vaginosis bacterial (Hay et al., 2003),
diagnoéstico de uremia (Lin et al, 2001) y discriminacién entre fluido
cefalorraquideo y suero (Thaler et al., 2000).

En general los resultados obtenidos son promisorios, y por ahora puede ser un
buen complemento para las técnicas de diagnéstico de la medicina tradicional.

3.2.3 Control Ambiental y Calidad de Vida

Otra area de aplicacion de los sensores de olor estad en el control y monitoreo del
medioambiente, tanto a pequefia escala, calidad del aire de una oficina, o gran
escala monitoreo de contaminantes de sectores o ciudades industriales.
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En este ambito las intervenciones de las e-noses han sido menos frecuentes que
los anteriores, pero la labor que les espera es, igualmente, muy clara. La calidad
del aire es sobre todo una preocupacién gubernamental, que debe ser fiscalizada,
pues al ser un bien publico, nadie se hace cargo. Hace ya tiempo que se evalta la
calidad del aire en tanto contaminantes dafiinos para la salud, pero hay lugares
donde ciertas industrias intervienen, y si bien el aire no supera los niveles de
toxicidad que actualmente se miden, si contaminan con olores molestos, muchas
veces de caracter permanente, por ejemplo plantas celulosas, refinadoras de
alimentos, etc., alteran muchas veces de manera brutal las caracteristicas
aromaéticas de sus ciudades huéspedes.

Paises como EE.UU., Canada y Alemania ya poseen regulaciones en este sentido,
con estatutos establecidos y organismos de fiscalizacién (Yuwono y Lammers,
2004).

Para poder fiscalizar es necesario poder cuantificar el mal olor, y definir un
umbral de manera que si se supera, las empresas responsables deban rebajar sus
actividades, del mismo modo que se hace con los contaminantes téxicos. Los
sensores de olores son el instrumento preciso para poder definir los niveles antes
mencionados.

Con este principio se ha implementado en algunas partes del mundo planes
reguladores que consideran la variable olorosa para mantener la calidad de vida,
enfocados principalmente en el problema local de olores objetables. Asi es que la
Universidad de Texas, EE.UU. desarroll6 un sistema que identifica olores
objetables relativos a la agricultura (Ryan et al., 1997).

El conseguir detectores de olores objetables es muy ttil para la calidad del aire en
las ciudades, pero también es muy interesante para la industria del turismo, el
potencial uso de detectores de malos olores en hoteles, casinos, restaurantes, etc.
es un drea muy apropiada para el uso de estas tecnologias. Asimismo en oficinas y
centros comerciales, cines, hospitales, en general cualquier espacio publico.

Existen trabajos en el monitoreo de aguas usando sensores de olores, tanto de
agua potable (Gardner et al., 2000), como de aguas servidas (Baby et al., 2000).

3.2.4 Seguridad y Control

Una aplicacion muy requerida y especifica de los sensores olfatorios es la
deteccién de compuestos peligrosos, sobre todo por la actitud que las autoridades
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gubernamentales han tomado frente al tema de la seguridad nacional.
Actualmente existe un estricto control en aeropuertos y aduanas del transporte de
cualquier elemento que pudiese tener algtn fin dafiino. Pero también son cada dia
maés los pasajeros que realizan viajes y transbordos, haciendo mas dificil la labor
del personal de policia internacional. Por estas razones, y considerando que la
mayoria de los compuestos explosivos, toxicos, corrosivos, reactivos, inflamables,
etc. liberan compuestos volatiles caracteristicos, que podrian detectarse con un
buen sensor olfatorio (o sniffer, como habitualmente se denota a estos
dispositivos), facilitando y mejorando el control.

Actualmente existen e-noses capacitadas y habilitadas para estas tareas, formando
parte del sistema de control de algunas aduanas.

Estos dispositivos ya estdn presentes en el mercado, como un producto confiable,
disponible para cualquiera que desee implementar un detector de olores. Estan
disefiadas para utilizarse en un punto fijo y también para portarlas (ver
WWW.zZnose.com).

Los sensores biolégicos olfatorios podrian entrar en esta area de aplicaciones con
mucho éxito, pues a priori, presentan cualidades muy apropiadas para estas
prestaciones (Ata sensibilidad, selectividad, etc.).

En la misma linea de seguridad, se ha investigado el desempefio de las e-noses
para deteccion de minas antipersonales (Settles y Kester, 2001).

Otra aplicaciéon en este ambito es la deteccion de drogas, sustancias ilicitas y
toxicas. Los sensores olfatorios encajan perfectamente en estas tareas, pudiendo
reemplazar a los tradicionales perros sabuesos.

Ademas, asi como varias de las aplicaciones médicas, el anédlisis del aire exhalado
puede ser un valioso indicador del consumo de estas sustancias, o el caso maés
comun, para detectar la ingesta de alcohol (Minamide et al., 2005; Mitsubayashi et
al., 2003; Mitsubayashi et al., 2005; Mitsubayashi et al., 2006).

3.2.5 Cosmética

En cosmética no se han reportado muchos trabajos, pero se concibe también como
un area de aplicacion de los sensores olfatorios. Tanto aqui como en la industria
alimenticia, es usual el agregar una impronta aromatica a los productos. Para esto
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la utilizacién de sensores olfatorios puede ser una herramienta valiosa, que
permita cuantificar confiable y rdpidamente las caracteristicas aromaéticas del
producto, permitiendo igualar aromas, perfeccionar mezclas, etc. (Hudewenz,
2002), pero esta labor no puede reemplazar la evaluacion humana, porque las e-
noses perciben cualquier compuesto que haya en su espacio de deteccién, sea
fragante o no. Esta podria ser una oportunidad exclusiva para los sensores
biolégicos olfatorios, que puedan sensar los compuestos que biolégicamente son
relevantes al momento de percibir un aroma.

Ademads, pueden los sensores ayudar en las tareas de clasificacién, como en
muchas de las areas de aplicacién (Carrasco et al., 1998).

3.2.6 Investigacion

Los sensores bioldgicos, ademas de tener, como todo sensor, la utilidad de
detectar el estado de algunas variables fuera de ellos mismos (olor, presién, luz,
etc.), algunos de ellos -dependiendo del principio de funcionamiento- pueden
utilizarse también como monitores de la actividad celular. Esta es una capacidad
exclusiva de los sensores biolégicos, por lo tanto no compiten con las e-noses.

Esto permitiria, como se sefal6 en la seccion de Interfaz Bioeléctrica, registrar la
actividad de conjuntos celulares ante la presencia de alguna droga, lo cual
constituye una herramienta muy poderosa para los ensayos bioldgicos de la
industria farmacéutica. También podria medirse la actividad de una red neuronal
en formacion, etc. Por otra parte, si se consigue un buen acoplamiento entre la
parte eléctrica y la biolégica es un gran aporte en el desarrollo de protesis
sensoriales.

En definitiva, los sensores biolégicos tendrian numerosas aplicaciones, tanto en
mediciones del entorno, como en desarrollo cientifico, farmacéutico, biomedicina,
neurociencia, etc.
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4 Desarrollo de Simulador

4.1 Motivacion

Se ha mostrado en las secciones anteriores que, a nivel de Investigacion y
Desarrollo, el panorama de los avances muestra gran cantidad de incégnitas y
suposiciones que necesitan ser corroboradas por una comunidad cientifica
madura y responsable. Es muy claro que los distintos y variados acercamientos al
problema de la codificacién y la transducciéon son sefial de que el campo de
investigaciéon aun es nebuloso. Si bien hay tendencias marcadas, ninguna linea de
experimentos o trabajo de laboratorio ha podido dar un salto cualitativo en el
conocimiento, en pos de afirmar que las cosas suceden de una forma u otra, y
tampoco han podido invalidar alguna de las otras maneras de abordar el
problema. Es decir, todas las actuales investigaciones pueden en algin momento
dar el salto y aclarar e iluminar el camino a seguir para poder desarrollar técnicas y
dispositivos que permitan que la informacién de odorantes sea accesible 'y
valorada para los numerosos intereses y campos de aplicacién actuales y futuros.

Considerando lo anterior, es claro que cualquier aporte, ya sea con alguna
hipétesis exitosa, o descarte, con una hipétesis desechada, serd muy bienvenido
por la comunidad cientifica pertinente y un elemento valioso para adelantar el
momento en que el olfato se comprenda cabalmente, pasando a ser tanto una
potente herramienta para ayudar a la humanidad -como otras veces ha sucedido-,
como permitiendo una mejor comprension del funcionamiento de los organismos
vivos.

Una de las incégnitas, dentro de todas las etapas o fases que constituyen la
transduccién, codificacion, identificacion y discriminacién de olores, esta en el
primer eslabéon de la cadena de procesamiento. Especificamente en la fase de
transduccién, cuyas corrientes i6nicas desencadenan el impulso nervioso que
posteriormente se procesard e identificard como un tipo y/o cantidad de olor.

Esta demostrado que las corrientes i6nicas que desencadenan el impulso nervioso
en las neuronas sensitivas del olfato, son producidas en los cilios ubicados en el
botén dendritico de la neurona. Esto se mostr6 en un experimento realizado por
(Lowe y Gold, 1991). El experimento consiste en poner una neurona olfatoria
separando dos compartimientos y medir la corriente que circula a través de la
neurona de un compartimiento al otro. El arreglo experimental se muestra en la
[Nustracién 4-1, donde aparece la neurona con su soma dentro de una pipeta de
vidrio y la dendrita y los cilios fuera de la misma. Los compartimientos estan
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llenos de una solucién que contiene sales, por lo que son buenos conductores de
corriente eléctrica. Esta solucion contiene iones Na+, K*, Ca?* y CI- en
concentraciones que imitan las del medio interno del animal de donde se obtuvo
la célula. A estas soluciones se les llama Ringer, en honor al Sr. Sydney Ringer que
la describi¢ para anfibios (Ringer, 1882). En la zona de contacto entre la pipeta y
la célula se produce un sello de alta resistencia eléctrica. Por lo tanto la corriente
que circule desde o hacia el interior de la pipeta debe pasar obligatoriamente por
el interior de la célula. Mediante un servomecanismo electrénico se mantiene
iguales los potenciales eléctricos dentro y fuera de la pipeta. El sistema registra la
intensidad de la corriente necesaria para mantener esta igualdad de potenciales
eléctricos. En ausencia de un estimulo, esta intensidad de corriente es cero, pero
se registra una corriente eléctrica al agregar un odorante a la solucién que bana
los cilios y la dendrita. Para conocer el lugar donde se genera esta corriente
eléctrica se hace fluir la solucién Ringer sobre la dendrita y los cilios, y se aplica
una solucién rica en odorante mediante una segunda pipeta. El flujo de esta
solucién se aplica de forma tal, que la dendrita con sus cilios se extienden en
sentido paralelo al flujo como se ve en la Ilustracion 4-1A. Una vez establecida
esta disposicion de la neurona, se aplica a través de la pipeta de estimulo una
soluciéon rica en odorante. Esta Eci(’)n de odorante se aleja del punto de
aplicaciéon debido al flujo de la ciéon Ringer. Manteniendo una aplicacion
constante de odorante se puede estimular selectivamente la neurona desde la
parte distal de los cilios, y desplazdndose en direccién al soma se abarca
mayormente la estructura expuesta, hasta estimular tanto los cilios como el botén
dendritico y dendrita (ver Ilustracion 4-1B).

Para las diferentes etapas de estimulacién se registra la corriente que circula por
la neurona. Los resultados exhibidos en la Ilustraciéon 4-2 son muy claros; a
medida que se involucra mas seccién de los cilios, la corriente de respuesta va
creciendo, pero una vez completada esta seccién, y prosiguiendo con el estimulo,
incluyendo la dendrita, la corriente de respuesta ya no aumenta, permaneciendo
igual a la correspondiente sélo a los cilios.

Con esto se demuestra que dentro de los cilios se realiza la transduccién
propiamente tal. Es comprensible entonces que sea necesario avocar la mirada
hacia ellos si se quiere conocer el proceso desde la base. En este proceso, si bien
hay cierta claridad en la maquinaria que funciona para generar corrientes cuando
llega una molécula de odorante, no estdn absolutamente definidos algunos de los
valores de las caracteristicas o propiedades fisicas de los elementos que
conforman esta maquinaria. Una de estas magnitudes de cuyo valor no hay
certeza, pues no se ha medido directamente, sino que sélo se ha estimado, es la
conductancia unitaria del canal de Cloruro activado por Calcio, que puede
considerarse, dentro de la maquinaria, como un amplificador de alta ganancia
operando a continuacién de un amplificador de bajo ruido (Kleene, 1997; Lowe y
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Gold, 1993). La conductancia unitaria de estos canales presentes en el cilio, no ha
podido ser medida directamente con técnicas de patch-clamp debido al diminuto
tamafio que poseex;]};f tnica forma con la que se ha estimado su conductancia es
utilizando la meto gia de andlisis de ruido. Esta metodologia fue desarrollada
pliamente usada en los '70, cuando atin no era posible realizar mediciones
ectas, las cuales son ahora posibles con patch-clamp. Muchos de los resultados
obtenidos con el analisis de ruido fueron corroborados posteriormente con
mediciones directas, como se muestra, por ejemplo, en (Neher y Zingsheim, 1974).

En esta seccion del documento se introduce al lector en la técnica de analisis de
ruido, y se exponen los procedimientos y resultados del desarrollo de un
simulador computacional de corrientes macroscopicas del cilio; que pretende
aportar en el conocimiento de los pardmetros que constituyen la maquinaria de
transduccion olfatoria. Especificamente se analiza la metodologia propuesta, y las
conclusiones del valor de la conductancia del canal de Cloruro activado por
Calcio publicadas en Larsson et al. (1997), motivado por discrepancias numéricas
con mediciones realizadas en el laboratorio de Fisiologia Celular de la
Universidad de Chile, por (Delgado y Bacigalupo, Resultados no publicados).
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Flujo de soluciéon odorante

Ilustracion 4-1: (Lowe y Gold, 1991) A: configuracién del experimento, con la pipeta
de succién, la pipeta de estimulo y el flujo constante de la solucién Ringer que fuerza
a la dendrita y los cilios a extenderse. B: la misma configuracion de A, donde ademas
se incluye el odorante, que también se remueve con la corriente de Ringer. La pipeta
de estimulo se desplaza a lo largo de la zona expuesta de la neurona para estimular
desde la region distal de los cilios exclusivamente, hasta la dendrita completa.
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20 um

Time (s)

Ilustracion 4-2: (Lowe y Gold, 1991) De arriba a abajo va cambiando el lugar de inicio
del estimulo, haciéndose cada vez mayor la secciéon estimulada, hasta ser total. La

linea punteada corresponde a los limites de
corrientes presentados se aprecia la absolu

fusion del odorante. En los graficos de
avitacion de los cilios al momento de

generar las corrientes de respuestas, evidenciando que es alli donde se realiza la

transduccion olfatoria.
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4.2 Analisis de Ruido Basico

La técnica de andlisis de ruido ha sido especialmente desarrollada para poder
estudiar propiedades y caracteristicas fisiolégicas a las cuales no se tiene acceso
directamente por limitaciones del instrumento de medicién, de la estructura
bioloégica que se desea estudiar o bien por caracteristicas del experimento a
realizar.

El andlisis de ruido ha sido ampliamente utilizado para estudiar la operacién y/o
parametros del transporte de iones a través de la membrana. Esto porque
histéricamente ha sido mas facil acceder a la corriente macroscépica o total que
pasa a través de la membrana que a cada uno de los conductos o mecanismos que
participan en la generacién de esa corriente total.

Al aplicar esta metodologia se puede deducir ciertos valores de los elementos
unitarios a partir de valores estadisticos de la corriente macroscépica. En la
version que se estudiara aqui, la media y la varianza de la corrientes serdn las
herramientas estadisticas que permitiran obtener la conductancia unitaria del
canal de cloruro activado por calcio y el nimero de ellos.

A continuacién se explica y desarrolla los fundamentos de esta metodologia
basiandose en (Alvarez et al., 2002), desde el caso mas sencillo, considerando las
siguientes suposiciones:

1. Los canales tienen sélo 2 estados: conduccién / no conduccién.
2. Todos los canales son iguales.

3. No hay interaccién entre los canales

Este andlisis supondra una configuracién de wvoltage clamp, que consiste en
someter la estructura a un potencial controlado y medir la corriente que circula a
través de la membrana, permitiendo deducir la caracteristicas conductoras de la
membrana.

Se partira por el caso mas simple: una membrana con s6lo un canal. Para esta
membrana la corriente macroscépica media esta determinada por la probabilidad
de que su canal esté abierto o cerrado.
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e La corriente para el canal cerrado es 0, la corriente para el canal abierto es i,

e la probabilidad de encontrar el canal cerrado es g, la probabilidad de
encontrar el canal abierto e p.

Segun el primer supuesto p+g=1, pues si no estd abierto esta cerrado. Con esto, la

corriente media (I) serd la suma de la corriente en cada estado, multiplicada por la
probabilidad de encontrarse en ese estado:

Ecuacién 4-1
| =0-q+i-p,
Ecuacién 4-2
I =i-p
La varianza (02) corresponde a la suma de las diferencias al cuadrado entre cada
elemento o dato con respecto a la media, normalizada, es decir, dividida por el

numero de elementos. Pero en este caso la normalizacién es intrinseca al ponderar
por la probabilidad del evento correspondiente. Por lo tanto, resulta lo siguiente:

Ecuacion 4-3
o?=(0-i-p)q+(i-ip)p
o’ =i*p’q+i*(l-p)'p,
pero 1-p=q,
o® =i*p*q+i*q*p=i*pa(p+aq),

y como p+q=1, finalmente queda:

Ecuacién 4-4

o’ =i*pq

Ahora, que ya se tiene las ecuaciones de la corriente media y la varianza para un
canal, es necesario encontrarlas para 2 canales de modo de poder ver la relacion
maés general.
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Sean a y b dos canales, ambos tienen p y g como probabilidades de apertura y

cierre respectivamente. Los estados posibles de la membrana se muestran en la
Tabla 1.

Probabilidad | Corriente
Aabierto, babierto p2 21
Acerrado, Dcerrado qz 0
Aabiertoy beerrado P q i
Acerradoy babierto q'p i

Tabla 1: Estado de la membrana y sus respectivas probabilidades y corrientes.

Con los valores indicados en esta tabla, se puede hacer exactamente el mismo
desarrollo hecho anteriormente para calcular la corriente media y la varianza.

La corriente media es:
| =0q” + 2ipqg + 2ip?,
Ecuacion 4-5
I =2ip(q+ p)=2ip

La corriente media para dos canales es entonces el doble que para uno.

La varianza por su parte se calcula del mismo modo, la diferencia al cuadrado de
cada dato con la media, ponderado por la probabilidad del evento:

o’ =(0-2ip)*q* +2(i—2ip) pq +(2i - 2i-p)* p?,
o? =i2(4p’q” +2(1-2p) pg+41—p)* p?)
Pero como 1-2p=q-p y 1-p=q, entonces resulta:
o? =2i*pql2pg +(q- p)’ +2ap)
o? =2i%pq(4pg+q° —2pg+ p?)
o =2i%pq(2pq +* + p?)
o’ =2i’pg(p+qf,

Finalmente, recordando que p+g=1, se obtiene:

Ecuacion 4-6

o’ =2i*pq
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Sabiendo ahora que la varianza aumenta al doble y no al cuadrado, es posible
encontrar la férmula general para N canales, en que la corriente media y la
varianza son directamente proporcionales al namero de canales.

Corriente media:

Ecuacion 4-7

Varianza:

Ecuacion 4-8
o’ =Ni’pg
Teniendo estas dos ecuaciones es posible relacionarlas usando el hecho que g=1-p,

incorporandolo en la Ecuacion 4-8 se obtiene:
Ecuacién 4-9
o’ =Ni’pg=Ni’p(1l-p)=Ni’p-Ni’p?,
y reemplazando ahora la Ecuacién 4-7 en la Ecuaciéon 4-9 se obtiene la siguiente
relacion entre varianza y corriente media:

Ecuacion 4-10

12

o ()=il -1

En esta relacién es una pardbola concava que pasa por el origen, las variables son
o 2el, y los parametros i y N. Esta parabola posee dos ceros: uno en el origen, y
otroen N -i.

La curva descrita por la Ecuaciéon 4-10 puede generarse empiricamente, al graficar
los valores de I y 0% obtenidos en condiciones experimentales que permiten variar
el valor de p.

El analisis de esta curva empirica (andlisis de ruido) permite obtener el nimero de
canales y la corriente unitaria, que dividida por el potencial al cual se esta
realizando el experimento es igual a la conductancia unitaria (y).

Se usan dos métodos equivalentes para obtener los parametros i y N. En ambos lo
primero es obtener i y, teniendo i, se puede calcular N.
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La primera forma es usando la derivada de la Ecuacién 4-10, que resulta lo
siguiente:

Ecuacion 4-11

oo’ . I

ol N
De la Ecuacién 4-11, al evaluarla en 0, se obtiene i. Dicho de otra forma, la
pendiente de la pardbola (Ecuacion 4-10) en el origen, corresponde a la corriente
unitaria, por simetria, la pendiente en el otro cero es la corriente unitaria negativa.
Entonces obtenida i, se puede calcular N, simplemente dividiendo por i el cero
que no esta en el origen (cero ‘N -i’) (Ver Ilustracién 4-3A).

La segunda forma consiste en dividir la Ecuacion 4-10 por la corriente media I, y
en la razén resultante ubicar los puntos de corte de cada eje. La ecuacion de esta
division es la siguiente:

Ecuacion 4-12
o oot
| N
La Ecuacion 4-12 corresponde a una recta cuyos interceptos con las ordenadas y

las abscisas son i y N - i, respectivamente. Nuevamente se obtiene i, para luego
calcular N (Ver Ilustracion 4-3B).

Esta metodologia de andlisis de ruido es aplicable a las membranas en que@
corriente aportada por cada canal abierto es siempre la misma.
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Ilustracion 4-3: Graficas de las ecuaciones de los dos métodos para obtener los
parametros: namero de canales y corriente unitaria. A: Usando la curva de la
Ecuacién 4-10 y la Ecuacion 4-11, es decir, la parabola y su derivada. Para i=1 pA y
N=100. B: Usando la curva de la Ecuacién 4-12, es decir, la razén entre la varianza y la
corriente media, y ubicando los puntos de corte con los ejes. Para i=20 pA y N=50.

-67 -



4.3 Revision del Modelo de Cable Finito

La transmisiéon de energia en el &mbito de la electricidad es algo muy importante,
y por ende muy estudiado. Es bien sabido que el potencial de un cable conductor
decae de acuerdo al alejamiento del punto de aplicacién de la tension. A este
fenémeno se le conoce como leak o chorreo, pues se pierde el potencial como si
hubiese una fuga.

Andalogamente sucede en estructuras biolégicas de caracteristicas similares a las
de un cable. Y las ecuaciones de caida de voltaje son consideradas para estas
estructuras.

La ecuaciéon publicada por (Jack et al., 1975) corresponde a la condicién de cable
finito con leak:

Ecuacion 4-13

cosh((x=1)/ 1)
V(x)=Vy cosh(l/1)

La variable de esta ecuacion es x, que corresponde a la posicién o distancia con
respecto al punto de alimentacién donde es aplicado Vy. Los parametros son Vy, [
y A que respectivamente corresponden al voltaje de alimentacién, el largo del
cable o estructura y a la constante de espacio, que es una medida de las
propiedades conductoras del cable. El dominio de esta funcién es x e[0,1].

El pardmetro A -con unidades de longitud- resume las caracteristicas fisicas y
geométricas de la estructura y estd definida por la siguiente férmula que es
funcioén de las resistencias longitudinales o axiales (cuyas unidades son £ -m1), y
las resistencias transversales (de unidades € - m) de un elemento de longitud del
cable:

Ecuacion 4-14

R 1
A= transversal —
\/ Amngitudinm \/R

longitudinal g transversal
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Se muestran a continuacién, en la Ilustracién 4-4, algunas curvas de caida de
tensiéon de acuerdo a la Ecuacién 4-13 para diferentes pardmetros de largo y
constante de espacio:

cable chorreante finito

0,06 -
0,05
0,04 +

0,03 A

V(x) [V]

0,02 -

0,01 +

unidades longitud [*m]

—o— =50, lambda=1 —o—1=50, lambda=10 —— I=50, lambda=20
——|=30, lambda=1 —=— =30, lambda=10 —— =30, lambda=20

Ilustracién 4-4: Curvas de caida de tension a lo largo de un cable para seis diferentes
combinaciones de largos (1) y constantes de espacio (A). Se ilustra que la forma de
distribucion del voltaje a lo largo del cable depende fuertemente de la relacién entre
1y A. Notar que la funcién no sale del dominio correspondiente al largo del cable.

Al hacer esta consideracién de la caida de tension a lo largo de la estructura de
interés -en este caso el cilio- es evidente que la metodologia de analisis de ruido
tal y como antes fue explicada no es absolutamente valida. Esto porque si se
considera un cilio de largo I y constante de espacio A tales que lo hagan responder
a alguna curva parecida a las presentadas en la Ilustraciéon 4-3, entonces, por més
que los canales sean iguales, que no interactden entre si y que tengan s6lo dos
estados (conduccién y no conduccién), inevitablemente, al estar distribuidos
espacialmente a lo largo del cilio, estaran sometidos a distintos voltajes haciendo
que cada uno aporte una corriente unitaria distinta.

Esto es muy importante para el analisis de ruido de las corrientes de cilio, pues el
cilio presenta una estructura de cable con una longitud entre 25-60 pm y un
diametro estimado de 0.28 pm (Larsson et al., 1997). La afeccién por los efectos del
leak de cable determinados por la constante de espacio, hardn que se distorsione
el analisis de ruido en el cilio.
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4.4 Revision de Larsson et al. 1997

Dadas las consideraciones anteriores de la caida de potencial a lo largo del cilio, y
sus posibles distorsiones en la validez del analisis de ruido, el grupo de HP
Larsson, S] Kleene y H Lecar, publicé los resultados obtenidos de datos
experimentales utilizando una metodologia de anélisis de ruido modificada para
estructuras que, como el cilio, pueden presentar efectos de cable con leak, en cuyo
caso el potencial decae a lo largo de éste, redundando en que cada canal no esta
sometido al mismo potencial y por ende, no aporta la misma corriente unitaria.

Se hara una breve revision de los puntos esenciales tanto de la metodologia de
analisis de ruido modificada, como del experimento realizado.

4.4.1 Analisis de Ruido Modificado

El método descrito en Larsson et al. (1997) tiene como base la Ecuacién 4-13 de
potencial a lo largo del cable. Para poder evaluar esta ecuacién es necesario
conocer el valor de los pardmetros I y A. El valor del largo se obtiene por
inspeccion, midiendo el cilio. En cambio el valor de A, como se dijo anteriormente,
depende de las resistencias longitudinales y transversales. En este caso, la
resistencia axial es una caracteristica del medio interno (lumen) y de la geometria
del cilio; por su parte la resistencia transversal se corresponde con la resistencia o
reciproco de la conductancia de membrana. La conductancia de la membrana
posee dos componentes, una basal y constante, que es una propiedad de la
membrana, y otra dindmica, que depende del nimero de canales abiertos y de la
conductancia unitaria () de cada uno de ellos. Naturalmente, el estado de los
canales es una variable aleatoria que depende de la probabilidad de apertura de
los canales (p). En el caso de canales activados por ligandos, esta probabilidad de
apertura es funcién de la concentracion de agonista que haya en el medio interno.
En particular para los canales de cloruro, p es funcién de la concentracién de
Ca?*(Kleene y Gesteland, 1991a; Lowe y Gold, 1993).

Entonces, la conductancia de membrana responde a la siguiente férmula:

Ecuacion 4-15
gm = go + npj/

donde gm es la conductancia de membrana total, go es la conductancia de
membrana basal, p es la probabilidad de apertura de los canales y ¢ es la
conductancia unitaria. De estos pardmetros, p es el Gnico que no es una
caracteristica intrinseca del cilio, por lo tanto se puede utilizar como variable.
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Incorporando la Ecuacién 4-15 en la Ecuaciéon 4-14 resulta que la constante de
espacio es funcion de la probabilidad:

Ecuacion 4-16

1
\/Rlongitudinal g m (p)

El método de anélisis de ruido modificado opera en forma andloga al basico,
busca una relacién entre la corriente media, su varianza y como obtener de esa
curva los parametros de interés.

Mp)=

Entonces, para un potencial con decaimiento, la corriente media del cilio y la
varianza deben calcularse considerando que el aporte de corriente de cada canal
depende de x debido a la caida del potencial a lo largo del cilio, por eso las
expresiones modificadas para I y 02 son:

Ecuacion 4-17

I =(npi/V, )I;V(x)dx

Ecuacion 4-18

o2(1)=(np(— p)iz /v,* . IV (x)F cx

En ambas expresiones V(x) corresponde a la Ecuacién 4-13. Es necesario resolver
las integrales de cada una de las ecuaciones para conseguir las férmulas que
describen el comportamiento de I y 02 en funcién de p, y asi obtener la curva
analoga a la parabola de la Ecuacién 4-10 o a la recta de la Ecuacion 4-12.

Las soluciones de las integrales de interés son las siguientes:

Ecuacion 4-19

J:V(X)dx _v, J-I cosh((x—1)/A(p)) dx = A(pV, tanh(l—j

o cosh(l/A(p)) A(p)

Ecuacion 4-20

[}V () ox :Vozsechz(l/ﬂv(p)){vz + [@}inh%{,)ﬂ

Entonces, reemplazando ahora la Ecuacion 4-19 en la Ecuacién 4-17, y la Ecuacién
4-20 en la Ecuacién 4-18, se obtiene las expresiones para la corriente media y la
varianza. Con esto se obtiene la curva que relaciona I y 02 y que permitira estimar
los parametros de interés. La curva resultante es una funcién parameétrica, en que
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la variable independiente es p, cuyo dominio es pe[01], la abscisa esta dada por
la Ecuaciéon 4-21 y la ordenada por la Ecuacion 4-22.

Ecuacion 4-21

(o) npm(p)ta”h[%p)]

Ecuacion 4-22

o’(p)=np(L- p)izl(p)sechz(Lj[#+ GM)Sinh(%))ﬂ

A(p) ) 24(p)

La razén entre la varianza y la corriente media resulta:

Ecuacion 4-23

o2 |//1()
r(p)="==il- p{”“W/i(p»}

El parametro A depende explicitamente del valor de p de acuerdo a la Ecuacién
4-24, que corresponde a la incorporacién de la Ecuacién 4-15 en la Ecuacién 4-16.

Ecuacion 4-24

ﬂ’(p) = (Rlongitudinal (go + npy))_%

Con estas ecuaciones paramétricas puede construirse una curva anédloga a la
descrita en la Ecuaciéon 4-12, en que cada punto es un par ordenado (I(p),r(p))
calculado para diferentes valores de p. Como se discutirda mas adelante, también
en esta curva, los puntos de corte con los ejes contienen la informaciéon de la
corriente unitaria y la cantidad de canales.

En la [lustracion 4-5 se muestran curvas analogas a la de la Ilustracién 4-3B, para
una colecciéon de parametros en que varia, en un caso, la densidad lineal de
canales en el cilio, y en el otro la conductancia unitaria.

En definitiva, esta metodologia de anélisis de ruido modificado permite, usando
las curvas presentadas, obtener el valor de la densidad de canales, de la corriente
unitaria y, finalmente, el de la conductancia unitaria (y).
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Ilustracion 4-5: Curvas paramétricas de la Ecuaciéon 4-21 y Ecuacion 4-23 con
Riongitudinai=11MQum-1. go=5pSpum-1. Vy=50mV. [=30um. comtn a todas las curvas pero
con una coleccién de diferentes valores para los parametros n y y. A: n=50, 80, 100
pum 1. y=15pS. B: y=0.8, 5, 10, 20pS. n=100pum-1. Notar que la tendencia de los puntos de
corte en las curvas corresponde a i~y 'V, para las ordenadas y en las abscisas varia de
acuerdo a n.
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4.4.2 Experimento de Cilio Escindido

El experimento descrito en Larsson et al. (1997) consiste en establecer una
configuracion de cilio escindido con acceso al medio interno, y asi poder variar las
concentraciones de calcio. De este modo la probabilidad de apertura de los canales
también varia. Teniendo esta posibilidad se puede utilizar p como variable
independiente, y generar experimentalmente los datos de las curvas
correspondientes a las ecuaciones del andlisis de ruido modificado. Generar los
datos significa realizar las mediciones de corriente macroscépica, para diferentes
concentraciones de calcio, para luego calcular la corriente media y la varianza. El
procedimiento para esto esta descrito detalladamente en (Kleene y Gesteland,
1991a; Kleene y Gesteland, 1991b). Basicamente consiste en escindir un cilio,
succionandolo completamente con una pipeta de vidrio, esperar que se realice el
sello, y luego forzar el rompimiento. Como se muestra en el esquema de la
[lustracién 4-6, el cilio queda embebido en la solucién isopotencial de la pipeta. Al
extraer el cilio queda expuesto el medio interno de éste, pudiendo, asi, someterlo
a diferentes concentraciones de agonista.
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Ilustracion 4-6: (Kleene y Gesteland, 1991b) Esquema de la configuracién del cilio
escindido. Se muestra el cilio en el interior de la pipeta, que contiene una solucién
conductora, haciéndolo un medio isopotencial. A través de la punta de la pipeta se
tiene acceso al medio interno del cilio.

Luego de lograda esta configuracion, la pipeta con el cilio es sumergida en
diferentes bafios de medio interno, cada uno con una concentracién caracteristica
de Ca?*, recorriendo con esto diferentes valores de la funciéon de probabilidad
(Kleene y Gesteland, 1991a). El electrodo que estd en el interior de la pipeta
conserva un potencial -Vp en la soluciéon conductora. Y en el bafio se ubica el
electrodo de referencia conectado a tierra. De esta manera, la unidad de registro
mide la corriente que circula para cierto potencial Vy fijo.

Como la solucién es isopotencial en la punta de la pipeta (base del cilio) hay -Vy, y
como el bafio esta con el electrodo a tierra, entonces en ese punto el potencial de
transmembrana es Vo pero a medida que se adentra en el cilio la tierra pierde la
calidad, tendiendo a -Vy, esto equivale a que el potencial de membrana decaiga
hacia la parte distal del cilio, sufriendo el efecto de cable finito.
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4.5 Adopciéon de Modelo Circuital del Cilio

Antes de poder simular cualquier comportamiento de la corriente en el cilio, es
necesario definir cudl sera el modelo circuital de éste.

Las propiedades de cable de estructuras biolégicas han sido ampliamente
estudiadas por la comunidad cientifica, y la aplicacién de modelos de cable a
estructuras cuya geometria lo permite, es un ejercicio completamente pertinente.
Es por esto, que la utilizacién de un modelo circuital de cable para el cilio, es muy
apropiado.

Para emular el comportamiento eléctrico del cilio se considera una discretizacién
espacial. Se define entonces un elemento de longitud como la unidad fundamental
constituyente del cilio. Dicho elemento de longitud se repite uno a continuacién
del otro hasta completar el largo del cilio.

Cada elemento de longitud sera representado por un elemento de circuito,
compuesto por tres componentes (ver Ilustracion 4-7):

e Una resistencia axial, representando las caracteristicas resistivas de una
unidad de longitud del cilio, en el sentido longitudinal.

e Una fuente de voltaje, representando el potencial de inversién que debe
superarse para que la corriente fluya en un sentido o en otro, generalmente
debido a diferencias de concentracion de iones.

e Una conductancia (o su reciproco, resistencia) variable de transmembrana,
representando la conductancia basal y la conductancia de los canales, como
se expresa en la Ecuacién 4-15.

Para todos los elementos de longitud el circuito equivalente es igual, excepto para
el altimo, el correspondiente a la parte més distal del cilio. Ahi el circuito se cierra,
agregando, a continuacién de la resistencia axial, otra rama de transmembrana
(fuente y conductancia).

En los modelos de cable es usual incorporar una componente capacitiva,
correspondiente a la membrana lipidica, representada por un condensador
paralelo a la conductancia de transmembrana. En este caso no fue considerado el
condensador, pues en Larsson et al. (1997) se muestra que el punto de corte (mitad
de potencia) del filtrado producido por la componente capacitiva de la membrana
del cilio es aproximadamente 1500 Hz, mientras que el ruido producido por la
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apertura y cierre de los canales tiene un ancho de banda cuyo maximo es a 700 Hz.
Por lo tanto se desprecian los efectos del condensador, y éste no se agrega al
modelo circuital.

Claramente, para las simulaciones es relevante cémo se realice la discretizacion.
En este trabajo se asumid, como base, una unidad de longitud de 1pm ya que
muchos de los pardmetros del cilio usualmente se miden normalizados de acuerdo
a esa medida. Sin embargo, el simulador posee, dentro de sus opciones de
configuracion, la posibilidad de afinar la grilla de discretizacién en algun factor
que se define antes de correr el programa. Los més usados para visualizar los
efectos de la grilla fueron 2X, 5X y 10X, es decir, una discretizaciéon de hasta
100nm, sin encontrarse mejoras destacables.

Una vez definido el modelo circuital se puede programar el modo de resolver la
red. En este caso la variable que interesa calcular es la corriente media o
macroscOpica, que circula por el cilio, dado un potencial Vj.

Esta configuracion de red es sencilla, de componente lineales, pero extensa, para
un cilio de 50 pm, con un factor de grilla de 10X, son mas de 500 bucles que hay
que resolver. Para este tipo de redes el método de resoluciéon por mallas es ideal,
ademas es programable, y en una plataforma especializada en trabajar matrices,
como lo es Matlab, no es muy lento.
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Ilustracion 4-7: Modelo circuital de la membrana del cilio y su contexto espacial. A:
(Delgado et al., 2003) Neurona sensitiva olfatoria. Encuadrado en rojo uno de los
cilios de la neurona (Olympus IX70 con éptica DIC?; objetivo de 40X). B: Esquema de
un cilio para poder precisar la ubicacion de un elemento de longitud. C: Esquema del
modelo circuital para un elemento de longitud. Encuadrado en negro estin los
componentes transversales (una fuente de potencial de inversion y una conductancia
de membrana variable), y encuadrado en rojo el elemento resistivo longitudinal o
axial (resistencia propia de la geometria del cilio y las caracteristicas conductoras del
lumen).

Para emplear el método de las mallas hay que asegurar que s6lo haya fuentes de
voltaje, que para este caso viene dado por el planteamiento mismo de modelo
circuital. Lo siguiente es definir las corrientes de malla. En la Ilustraciéon 4-8 se
muestra una malla con unos pocos elementos de longitud, pero cuyo método de
resoluciéon es el mismo que para una de mas elementos. Las flechas verdes
corresponden a cada una de las corrientes de malla. Con las mallas definidas se
puede completar la matriz de impedancia, en la cual el elemento z;; es la

sumatoria de todas las impedancias presentes en la malla i. En cambio, el
elemento z;; es el inverso aditivo de la sumatoria de todos los elementos

coexistentes en la malla i y en la malla j. Formandose asi una matriz simétrica, y
que en este caso contiene ceros para cualquier posiciéon fuera de las 3 diagonales.
Después se construye el vector de las fuentes, que en este caso posee un solo
elemento no nulo que es la diferencia entre el potencial de clamp (Vo) vy el
potencial de inversién (e). Finalmente se escribe la Ecuacion 4-25 agregando el
vector de I de mallas como incégnita.

20 DIC: Differential Interference Contrast, también conocida como 6ptica Nomarski, es una técnica de
microscopia que logra una imagen con efecto de tridimensionalidad.
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Ecuacion 4-25

Z,, Z, 0 0 I, V,—-¢e
-7, 0 0

0 Z s | o

0 0 Zona  Zon I, 0

Para resolver la Ecuaciéon 4-25 basta simplemente premultiplicar por la inversa de
la matriz de impedancia, quedando despejado el vector de corrientes.

mémé

Ilustracion 4-8: Esquema de un cilio compuesto por sus elementos de longitud. Cada
flecha corresponde a una corriente de malla.

Una vez obtenido el vector de corrientes estd listo el cdlculo de la corriente
macroscopica, pues I1 es la corriente que circula por la fuente de clamp, es decir, es
la corriente que la unidad de registro “ve” que circula. En definitiva, el valor del
primer elemento del vector de corrientes es la corriente macroscépica que interesa
conocer.

4.6 Modo de Operacion @

El simulador tiene como tarea esencial generar las caracteristicas de la red, de
acuerdo a los pardmetros de entrada?' que se definan. Para esto el programa tiene
como elemento medular una matriz cuyos elementos representan el estado de
cada uno de los canales.

En esta matriz de estado cada elemento a;; corresponde al estado del canal 7, del

elemento de longitud j. Dicho de otro modo, cada columna de la matriz esta
asociada a un elemento de longitud, y contiene el estado de cada uno de los

2l Los pardmetros de entrada correspondientes a las caracteristicas del cilio y del experimento a
simular, y los parametros de configuracién del simulador se pueden revisar en los anexos, en la
seccién de codigos.
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canales presentes en ese elemento de longitud, representados numéricamente por
un 0 para cerrado, y un 1 para abierto (ver Ilustracién 4-9). Con esto resulta una
matriz cuya dimension es (densidad de canales * niimero de elementos de

longitud).
Elementos longitudinales >

/

1: Abierto
0: Cerrado

canales

/OHOHOHI—‘OI—‘O\

OrROFRFRPRORFROOR
OrRPOFROORORO
PRPORRRRRLRRLRO
ORRPRFRPORFLRORFRO

ORPROFRORRLRORO
OrRORFRORRFLRORFRO
OrRPROFRORFROORO
\OI—‘OI—‘OHI—\OI—\H

Ilustracion 4-9: Ejemplo de matriz de estado de canales para una densidad de canales
n=10, y un largo de 9 elementos longitudinales. Cada cifra representa a un canal. El
estado de dicho canal es abierto si la cifra es 1, o cerrado si es 0.

La suma vertical de elementos en la matriz de estado resulta un vector lista con el
namero de canales abiertos para cada elemento de longitud. Son estos canales los
que estan aportando corriente.

Para poder generar los datos, equivalentes a los que se obtendrian en un
experimento de laboratorio como el descrito en la Seccién 4.4.2, es necesario que
la cantidad de unos que haya en la matriz este de acuerdo a una variable
independiente p, que es la probabilidad de apertura de los canales. Esta sera la
variable independiente que se variard para poder generar las curvas del analisis
de ruido.

Este simulador posee dos modos de operaciéon, uno atemporal, en que cada
iteracion generadora de corriente (dato) es independiente de las anteriores, y otro
temporal, en que cada iteracion se hace en base al estado anterior, es decir, se
actualiza la matriz de estado con respecto al estado anterior de acuerdo a una
cinética operacional de los canales.
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La cinética de los canales depende de la probabilidad de que un canal pase de un
estado a otro. Para un canal con dos estados, que corresponde al caso estudiado,
son dos las constantes que determinan la cinética: a para pasar de cerrado a
abierto, y p para pasar de abierto a cerrado. La unidad de estas constantes es s,
pues al multiplicar por un lapso de tiempo (en el cual se quiere evaluar si hubo
cambio) resulta la probabilidad de que el canal haya cambiado de estado.

Ecuacion 4-26

0—2>51—250,conayp ens™

En el modo temporal la cinética esta representada con el algoritmo que actualiza
cada elemento de la matriz de acuerdo a los pardmetros a y B, para cada iteracion,
con un intervalo entre iteraciéon definido por ot.

Primero se verifica el estado del canal; si estd abierto (1) se evalta cudl es la
probabilidad de que cambie su estado en un tiempo 6t, esta probabilidad es g 6t,
este valor se compara con un ntimero aleatorio (Nr) del intervalo [0, 1]; si Nr es
mayor que B 6t el canal cambia de estado, en caso contrario, permanece igual
hasta la proxima iteracion; si el canal estaba cerrado (0) el procedimiento es el
mismo, pero con la constante de cierre (a).

Se cumple que para una cinética dada, la probabilidad de apertura de los canales
esta definida por a y B de acuerdo a la siguiente expresion:

Ecuacion 4-27

D= a
a+pf

Teniendo la Ecuacién 4-27 se puede modificar p, variando alguno de los
parametros de la cinética. Para el modo de simulacién atemporal la cinética no es
relevante, porque no importa la probabilidad de que un canal pase de un estado a
otro (esto si importa para el modo temporal), s6lo importa la probabilidad de que
un canal esté en cierto estado u en otro. Considerando lo anterior, para modificar p
el simulador usa diferentes a para un g fijo, de este modo se logra una variacién
de p, como variable.

Entonces, teniendo p como variable se inicializa la matriz de estado con una
distribucién aleatoria de unos y ceros, pero que respetan, en numero, la

probabilidad p.@
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4.7 Validacion Beneraci()n de Datos

La validacion de las etapas para el modo temporal y el atemporal son diferentes.
Para el modo temporal es necesario verificar la correcta cinética de la apertura y
cierre de los canales, para el modo atemporal hay que verificar que se respete la
probabilidad p de canales abiertos.

Para el modo temporal se realiz6 una prueba en que se evalta que los canales
abiertos tiendan a p de acuerdo a la Ecuacién 4-27, y que ademas lo hagan con una
cierta “velocidad” T que esta definida de acuerdo a la Ecuacion 4-28.

Ecuacion 4-28

Ecuacion 4-29

Ecuacion 4-30

Para realizar esta prueba se inicializa la matriz con todos los canales abiertos o
todos cerrados y se deja que evolucione en el tiempo hasta alcanzar el estado
estacionario. Luego a esos datos se les ajusta una funcién exponencial, que es la
soluciéon de la cinética presentada en la Ecuaciéon 4-26. Para el caso de la
[ustracién 4-10A, se ajusta una funcion como la de la Ecuacién 4-29, y para la
[ustraciéon 4-10B, una como la Ecuacion 4-30, correspondientes a las soluciones de
esas condiciones iniciales con todos los canales abiertos y todos cerrados,
respectivamente. Finalmente se verifica que los valores de tendencia vy
“velocidad” correspondan a los esperados de acuerdo a los parametros de la
cinética.

Los resultados de esta prueba demuestran que la matriz de estado de los canales
se actualiza correctamente.
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corrimed5
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Ilustracion 4-10: Curvas de relajacion de los canales de un cilio simulado, para clamp
perfecto, con a=1/3 s, p=4/3 s, n=100um-, largo=30um, discretizaciéon=1 pum, es
decir, 3000 canales, donde i=1pA. Con estos parametros las curvas debiesen tender
600pA con un 7=600ms. En cada grafico se exhiben dos curvas: la ruidosa, es la
corriente simulada, y la suave, es la curva exponencial de ajuste. A: Relajacion
partiendo con todos los canales abiertos. B: Relajacién partiendo con todos los
canales cerrados. Ambas curvas cumplen con lo esperado.
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Para el modo atemporal se teste6 si calzaban las simulaciones con las predicciones
tedricas, para la situacion mads sencilla, es decir, simulando condiciones de clamp
perfecto, cuando todos los canales aportan la misma corriente al estar abiertos.

Para simular un clamp perfecto basta definir la resistencia axial como inexistente,
es decir, el parametro Raxiai=0 (ver Ilustracion 4-8). Asi, todas las conductancias de
transmembrana quedan sometidas al mismo potencial.

En estas simulaciones, un punto es un par ordenado, cuya abscisa y ordenada son
respectivamente la corriente media y la varianza obtenidas de 363 repeticiones
(matrices de estado) generadas para cada valor de p. Esta prueba resulté exitosa,
debido a la evidente concordancia entre la curva teérica y los datos simulados
(ver Ilustracion 4-11).
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Ilustracion 4-11: Cuatro simulaciones de clamp perfecto, para validar el
funcionamiento del simulador. Se grafica la varianza (A-D) y la razén (E-H) en
funcién de la corriente media. La linea continua azul es la curva tedrica para los
parametros dados, y los circulos rojos son los datos simulados para la misma
condicién. La diferencia entre un recuadro y otro es la conductancia unitaria (y). (A,
E): y=0.8pS. (B, F): y=4.8pS. (C, G): y=8.8pS. (D, H): y=12.8pS. Notese la escala de cada
grafico, es un aumento notable a medida que crece y. Para todos los casos los datos
simulados estin oscilando en torno de los valores teéricos.
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Una vez realizados estos controles, se comenzé a generar datos que permitieran
contrastar o apoyar los resultados de Larsson et al. (1997) donde y=0.8 ps o el
valor de y=10-20 ps, obtenido por (Delgado y Bacigalupo, Resultados no
publicados). O, por ultimo, dar alguna luz en pos de conseguir un valor de la
conductancia unitaria del canal de cloruro activado por calcio.

Finalmente, con el simulador validado, es posible hacer las simulaciones
cardinales, que eran la motivacién de la construccion de un simulador. Estas
simulaciones consisten en correr el simulador, para el caso de clamp imperfecto,
con los pardmetros conocidos, generar los datos de corriente que se obtendrian de
un experimento de laboratorio y, finalmente, utilizando la metodologia de analisis
de ruido modificado revisada en la Secciéon 4.4.1, probar si se recuperan los
valores de y y n, introducidos en la simulacién analizada. De ser asi, este estudio
apoyaria la estimacién de la conductancia unitaria publicada por Larsson et al.
(1997), en cualquier otro caso sugeriria hacer una revisiéon de la metodologia y/o
los experimentos realizados para obtener dicha estimacién.

Al realizar dichas simulaciones se obtuvo curvas que no coincidian con las curvas
tedricas. Al notar esta inconcordancia se procuré un acercamiento gradual al caso
de clamp imperfecto, es decir, partiendo de simulaciones que coinciden con las
curvas tedricas, como es el caso de las de validacion (Raxiai=0), expuestas en la
[Nustracion 4-11, se fue empeorando el clamp, hasta llegar a valores similares a los
presentados en Larsson et al. (1997) (Raxiai=11MQ pm-1).

Con este procedimiento se aprecia claramente (ver Ilustracién 4-12) como
comienza una distorsiéon -que era de esperar- con respecto al caso ideal de analisis
de ruido bésico, pero también un alejamiento progresivo -que no era de esperar-
de los datos simulados con respecto a las curvas tedricas del andlisis de ruido
modificado.

Lo destacable de la discrepancia es que los datos simulados se ubican por debajo
de la curva tedrica, es decir, su varianza es menor que la tedrica, mientras que la
corriente media coincide. Este comportamiento indica que los resultados del
simulador coinciden con la corriente media (Ecuacién 4-21), pero no con la
varianza (Ecuaciéon 4-22), sugiriendo una discrepancia en algtin supuesto
asumido en la construccién del analisis de ruido modificado, o bien, en la
operaciéon del simulador.
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Ilustracion 4-12: Graficos de cuatro simulaciones, para diferentes calidades de clamp,
con una conductancia unitaria fija (y=10pS). Habiendo visto ya la curva para clamp
perfecto (Ilustracién 4-11), se aumenté progresivamente el valor de Rgxiai para
visualizar la, también progresiva, disminucion de la varianza con respecto a las
curvas tedricas. A: Ruiai=300kQum1. B: Raria=IMQum. C: Ruxia=3MQum-1. D:
Rixiarm11IMQum-1. En el caso de (D) la varianza de los datos simulados es
aproximadamente el 50% de la de la curva tedrica. Mientras que la corriente media no
presenta esta discrepancia, cada diamante (0) de la curva tedrica se corresponde con
un circulo (o) de los datos simulados, pues tienen en comiun el mismo valor de la
variable independiente p. Al revisar la posiciéon horizontal de los diamantes y los
circulos (ver lineas verticales en A), es practicamente la misma.

4.8 Elferencia de Supuestos

Al encontrar estas discrepancias numéricas surgidas al simular situaciones de

clamp imperfecto, se intenté encontrar la razén de éstas.

Considerando que, tanto el andlisis de ruido modificado, como el simulador,
estaban correcta y consecuentemente desarrollados, habia que buscar en la base de
cada metodologia algo que bifurcarse los resultados generados. Y los resultados
del simulador no son mas que ntimeros que representan corrientes, por eso se

inspecciondé la forma en que la corriente era calculada.
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Asi fue que se realiz6é una prueba que mezcla el operar del simulador con la base
del analisis de ruido. La prueba consiste en generar los pardmetros del circuito
representante de la membrana del cilio, utilizando la matriz de estado, tal como se
hizo en la generacion de datos anteriores, pero se reemplazé el método de cédlculo
de corrientes por mallas. En su lugar se consideré la férmula de caida de tensién
en un cable finito (Ecuacién 4-13), cuyos parametros eran los correspondientes a
los usados en la simulacién. Luego, esa funcion resultante se discretiz6 para poder
asignarle un valor a cada elemento de longitud del cilio simulado. Teniendo un
valor de potencial para el nodo correspondiente a cada segmento del cilio
(obtenido del uso de la Ecuacién 4-13), y también el valor de la conductancia de
transmembrana de ese segmento (obtenida con la matriz de estado del simulador),
simplemente se multiplic6 el potencial por la conductancia y se obtuvo la
corriente que circula por ese segmento de membrana (V g=I).

Ilustracion 4-13: Curva de caida de potencial a lo largo del cilio segtan la Ecuacién
4-13, sobre el modelo circuital del cilio, cuyos parametros se generaron con el
simulador. Al nodo de cada elemento de longitud del circuito le corresponde un
valor de la curva de potencial discretizada. Ese valor multiplicado por el valor de la
conductancia de membrana del segmento da la corriente que atraviesa la membrana
en ese segmento. La suma de todas las corrientes es la corriente macroscépica que
registra el sistema.

La suma de las corrientes de membrana de todos los segmentos del cilio
corresponde a la corriente macroscépica que registra el sistema, es decir, el dato
requerido. Haciendo simulaciones iguales a las anteriores, pero usando la
corriente calculada de este modo, los resultados de las curvas cambian
notablemente para los mismos parametros, como se expone en la Ilustracion 4-14.
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Ilustracion 4-14: A: simulacién para parametros largo=30um, y=10pS, gvasai=5pSpm-1,
n=100pm"1, Ruxia=10MQum-1, Vy=50mV, grilla=5, con el método de las mallas. B:
simulacién para los mismos parametros pero con el potencial de la Ecuacion 4-13. Es
notable el aumento de la varianza, coincidiendo con la curva teérica.
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Como para esta prueba el modo de operacion del simulador fue el mismo de las
ocasiones anteriores, y lo tiinico que cambi6 fue la forma de calcular la corriente, el
resultado indica que calcular por el método de las mallas no es equivalente a
hacerlo utilizando la Ecuacién 4-13 para la caida de tensién en un cable.

Para observar la diferencia entre el método de las mallas y la Ecuacién 4-13, se
plasm6, en un mismo grafico, el potencial a lo largo de un cilio de ciertos
pardmetros con la féormula del potencial en un cable, y el potencial de nodo en
cada segmento del cilio (dividiendo la corriente de transmembrana por la
conductancia correspondiente, v=i/3g).

En la Ilustracion 4-15A se muestra el potencial de acuerdo a estas dos formas,
como a simple vista la distribucién del potencial parece ser la misma, en la
[lustracion 4-15B se muestra el grafico de la diferencia.
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Ilustracion 4-15: A: Distribucién del potencial a lo largo de un cilio de parametros
largo=30um, y=20pS, Svasar=5pSpum1, n=100um", Ruxia=11MQum-1, Vo=50mV, grilla=5
(por eso las abscisas son de 1/5 de pm). Calculado por las mallas y por la Ecuacién
4-13. Se aprecia, a simple vista, una similitud casi total. B: Diferencia entre ambas
curvas (método de mallas-método de ec. de cable). En la posicion 0 no existe
diferencia, pero rapidamente surgen las discrepancias del orden de los 10uV.

Para ver si esta pequefia diferencia es debida a la discretizacién de la curva de
potencial, se presenta en la Ilustracién 4-16 el resultado de una prueba en la cual
se discretiz6 por el flanco derecho, por el flanco izquierdo y por el promedio de
ambos. En la prueba se compara las corrientes de transmembrana para cada uno
de los segmentos del cilio.

Ninguna de estas discretizaciones coincidi6 con la del método de las mallas.
También se examind la diferencia entre el método de las mallas y cada una de las
discretizaciones. Se observa que en la discretizacion por la izquierda la diferencia
comienza en 0, porque esta discretizaciéon es la equivalente a la usada en el
método de las mallas, donde se considera el flanco izquierdo del elemento de
longitud como su posicion representativa (el primer segmento estd sometido
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exactamente a Vjp). Con esto se descarta que la discrepancia sea por una razén de
calculo numérico. Apoyando la idea de una discrepancia por alguna razén
relacionada con los fundamentos de las metodologias.
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Ilustracion 4-16: A: Corrientes a lo largo del cilio segin el método de las mallas, y segtn
diferentes discretizaciones de la Ecuacion 4-13. B: Grifico de la diferencia de cada
discretizaciéon con el método de las mallas. Para los mismos parametros de la Ilustracion 4-15.
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Considerando los resultados de las pruebas anteriores, se propone un argumento
que explica o da cuenta de la discrepancia numérica entre la curva tedrica y el
simulador.

En la proposicion de Larsson et al. (1997), sobre el analisis de ruido modificado,
una hipétesis fundamental es que el voltaje a lo largo del cilio decae de acuerdo a
la Ecuaciéon 4-13. Segun esto, el potencial en cada punto del cilio esta fijo, y
determinado por la constante de espacio (1), que en primera instancia depende de
la probabilidad apertura (p). En conclusién, dado un p, el voltaje en cada punto
del cilio queda fijo, sin considerar cuantos canales haya realmente abiertos en
cada posicién del cilio, lo que redunda en que no se considera que las variaciones
de corriente (por la apertura y cierre de canales) modifiquen el potencial a lo largo
del cilio. Esta caracteristica de potencial fijo para cada punto no se conserva para
un cdlculo de corriente con el método de las mallas, pues el voltaje en cada nodo
depende de la corriente que la red le pide. Debido a esta suposicion de que la
tension estd fija para cada punto, la varianza de la corriente resulta mayor, pues,
cualquier variaciéon del namero de canales abiertos con respecto al promedio p n,
se traduce completamente en un aumento o una disminucién de la corriente,

proporcional a AN = |n- p —canales abiertos|, ya que lo Gnico variable es el namero de

canales. En cambio, con el método de las mallas, al variar el nimero de canales
abiertos, varia también el potencial del nodo, porque los requerimientos de
corriente cambian; dicho cambio del voltaje tiene sentido contrario al cambio de la
corriente, por lo tanto las perturbaciones son amortiguadas porque el voltaje sube
al cerrarse un canal y baja al abrirse. Y las oscilaciones en torno al valor promedio
son menores, esto significa una menor varianza (ver Ilustracion 4-17).
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Ilustracion 4-17: Para el valor promedio de conductancia de transmembrana
(naranjo), la corriente esta en el nivel promedio (linea naranja continua). Con la
apertura de un canal mas (amarillo), el nivel de corriente aumenta menos con el
método de las mallas (linea amarilla punteada), que con la Ecuacion 4-13 (linea
amarilla continua). Para el cierre de un canal (rojo) con respecto al promedio, la
corriente baja del nivel medio, con el método de las mallas (linea roja punteada) la
disminucién en menor que con la férmula (linea roja continua). El nivel de voltaje
depende de la apertura y cierre de canales.

La verosimilitud de la proposicién radica en que es bien sabido que no existe una
fuente de voltaje ideal, a la cual no le afecte cuanta corriente esta entregando. Por
eso el modelo mas simple de fuente de tensién no ideal incluye una resistencia
interna (ver Ilustracién 4-18), que produce una caida de tensién a mayor corriente
entregada, y una subida (limitada por la fuente ideal) a menor corriente.

+ | Videal

__________________________________________

Ilustracion 4-18: Comparacion de modelo circuital de una fuente ideal con modelo
basico de una no ideal. Encuadrado en rojo segmentado esta lo que se considera la
fuente, fuera del recuadro estin los bornes. La imagen de la izquierda no incluye
resistencia, la imagen de la derecha incluye una resistencia interna como parte
inevitable de una fuente de voltaje.

-905 -



Este es el argumento propuesto, que explica las discrepancias numeéricas entre las
simulaciones y las férmulas del analisis de ruido modificado.

El hecho de que el caso de clamp perfecto no delatara esta discrepancia, concuerda
perfectamente con la explicacién propuesta, porque para esa situaciéon la
resistencia axial es nula, quedando todos los nodos (como uno solo), conectados
directamente a la fuente de clamp (Vo). Es decir no hay resistencia en serie entre la
fuente y las cargas, caso similar al de considerar una fuente ideal.

Una prueba que apoyaria la tesis anterior es que para una resistencia axial fija,
con conductancias de canal mayores, las discrepancias aumentaran, pues la
perturbacién que produciria la apertura o cierre de un canal seria relativamente
mayor que para un caso de conductancia pequefa, pues el cambio en los
requerimientos de corriente son méas exigentes, aun cuando la Ecuacién 4-21 y
Ecuacién 4-22 son sensibles al cambio de conductancia, ya que esta como elemento
constituyente de la constante de espacio (Ecuaciéon 4-14), pero lo que no es
considerado, son los cambios de potencial debido a las exigencias de corriente,
ante perturbaciones con respecto a la media.

Como se muestra en la Ilustraciéon 4-19, la prueba resulté como se esperaba,
considerando la tesis propuesta para explicar la discrepancia.
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Ilustracion 4-19: Simulaciones para cuatro valores de conductancia unitaria (y), para la misma
condicién, todas con Ruyia=11MQum-1. A: y=1pS, B: y=5pS, C: y=10pS, D: y=20pS. El efecto en
el aumento de la discrepancia de la varianza, para canales de mayor conductancia unitaria, es
apreciable, como se presenta en estas cuatro simulaciones.

4.9 Correccion de Conductancia Basal

En las técnicas de andlisis de ruido bésica y modificada, revisadas anteriormente,
la curva fundamental, de donde se extrae la informacién, que es una pardbola
(Ecuacién 4-10) y lo que -provisoriamente- se denominard pseudoparabola
(Ecuacion 4-21 y Ecuacién 4-22), si bien presentan grandes diferencias, hay un
elemento comtn que las une. Este elemento que las une se refleja en el hecho de
que ambas curvas pasen por el origen, lo cual indica la suposicién implicita de
que si no hay ruido de apertura de canales, entonces no hay corriente. Esto se ve
al evaluar la Ecuaciéon 4-21 en p=0, es decir, con todos los canales cerrados; si en el
modelo se considera que los datos tienen conductancia basal entonces existird un
valor de corriente media no nulo para esta evaluacion. Pero esto no es asi, la
evaluacion resulta exactamente 0. Entonces se puede decir que las curvas son
aplicables a datos con conductancia basal nula.
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Es evidente que no puede ser que la membrana sea un aislante perfecto, es decir,
g0=0. No soélo es imposible que la conductancia basal sea nula, sino que por el
contrario, puede tener valores que son comparables con la conductancia de los
canales que se estd estudiando, como es el caso de Larsson et al. (1997), donde se
estima la conductancia basal en 5pSum-!, y su conclusién es que el canal de
cloruro activado por calcio tiene 0.8pS de conductancia, con una densidad de 70
canales por micrén, lo que resulta en 5.6pSum-1 cuando estdn todos abiertos.

En la metodologia de Analisis de Ruido Modificado si estd presente la
conductancia basal (go en la Ecuacién 4-15), influyendo en los valores de la
constante de espacio (1), pero el problema es que las curvas de corriente media y
varianza son sdlo para las corrientes debidas a los canales y no a la conductancia
basal.

Para poder utilizar las curvas del analisis de ruido modificado es necesario
corregir lo que la conductancia basal puede producir en los datos experimentales.
Omitir esta correccién podria producir distorsiones en las conclusiones que de la
metodologia se desprenden.

El efecto presumible de esta omisiéon, es que los datos en realidad estaran
desplazados en el eje de la corriente media (abscisas), alejandose del origen, ya
que el valor de corriente media serd mayor, debido al aporte de los canales
(relacionados con la varianza) y de la conductancia basal (no relacionada con la
varianza).

Antes de ser explicado, este fenémeno fue observado al realizar las simulaciones,
en las que se observaba en algunos casos un notable corrimiento hacia la derecha
de los puntos simulados, comparados con los diamantes (0) de la curva teérica. En
la Hustracion 4-12A se muestra que la ubicacion es practicamente la misma, y es
cierto, pero este corrimiento depende en gran medida de la relevancia porcentual
que tenga la conductancia basal con respecto a la conductancia total, y por eso
para el caso en que la conductancia basal es mayor y/o la conductancia de canales
es menor, el corrimiento sera mas importante.

En la Ilustracion 4-20 se exponen varios casos de este corrimiento al variar el valor
relativo de la conductancia basal. En el primer recuadro el efecto es dramético, y
decae hasta que en el altimo es casi imperceptible.
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Ilustracion 4-20: Simulaciones para diferentes valores de conductancia unitaria (y), para una
misma conductancia basal (go=5pSum-'), en las que se aprecia que para mayor valor relativo de
la conductancia basal, mayor la magnitud del corrimiento. A: =0.8pS, B: y=4.8pS, C: y=8.8pS,
D: y=12.8pS.

La importancia de este efecto producido por la conductancia basal, es que al
intentar ajustar los datos a la curva correspondiente a la Ecuacién 4-23, pues como
se tratar de una divisién, la curva puede llegar a deformarse abruptamente en las
simulacién y/o experimentos, principalmente en la seccién mads cercana al eje de
las ordenadas. En esa seccion la division de los dos nameros (varianza/corriente
media) es muy exigente en cuanto a precisiéon, y al existir el efecto de la
conductancia basal, existe también un corrimiento, que se traduce en que el
denominador de la divisién sea levemente mayor que lo esperado, provocando
que el valor resultante sea, en algunos casos, significativamente menor de lo
previsto. Evidentemente la magnitud de esta distorsion también se relaciona con
el valor relativo de la conductancia basal con respecto a la total. En la Ilustracién
4-21 se muestra ahora, la curva de la Ecuacién 4-23, para los mismos casos de la
[lustracién 4-20.
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Ilustracion 4-21: Curvas correspondientes a la razén entre la varianza y la corriente media
(Ecuacion 4-23), para las mismas simulaciones de la Ilustracion 4-20. A: y=0.8pS, B: y=4.8pS, C:
y=8.8pS, D: y=12.8pS.

Para asegurar que las distorsiones presentadas en la Ilustracion 4-20 y la
[ustracién 4-21, eran ocasionadas por efecto de la corriente relacionada con la
conductancia basal, en el simulador, se ejecuté6 una simulacién igual a las que
generaron los datos de las ilustraciones recién mencionadas, pero ademaés
almacenar los valores de corriente macroscopica, se almacend el valor de la
conductancia de canal para cada segmento y su respectiva corriente de malla, en
cada una de las iteraciones. De esta forma es posible recuperar, separadamente, la
corriente aportada por los canales y la contribuida por la conductancia basal.
Teniendo esos valores se sustrajo del dato habitual (I), el valor de la corriente
correspondiente a la conductancia basal, por lo tanto debiese quedar solamente la
corriente determinada por el comportamiento de los canales. Los resultados
obtenidos de esta correccion son sorprendentes (ver Ilustracion 4-22). La curva se
reforma, y claramente tiende a los valores correspondientes.
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Ilustracion 4-22: curvas de las simulaciones presentadas en la Ilustracion 4-20 e Ilustracién

4-21, corregidas con la sustraccién de la corriente correspondiente a la conductancia basal. A,
E: y=0.8pS; B, F: y=4.8pS; C, G: y=8.8pS; D, H: y=12.8pS.
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Este efecto provocado por la conductancia basal es muy relevante, porque afecta
directamente la regién de donde se concluye el valor de la conductancia unitaria
en el método de anélisis de ruido modificado, es decir, el punto de corte con el eje
de las ordenadas, pudiendo alterar seriamente el valor a obtener.
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5 Discusion y Conclusiones

5.1 Sensores Biol6gicos

Dentro de todo el material revisado en el andlisis bibliografico, no se encontré
ningdn dispositivo que esté en condiciones de salir al mercado como un producto
basado en propiedades bioldgicas, capaz de detectar olores, s6lo hay prototipos
experimentales y avances especificos en diferentes carices del desarrollo de un
sensor biolégico olfatorio. El desarrollo de esta drea de investigacion todavia dista
de poder convertirse en tecnologia que beneficie a la humanidad. La mayoria de
los reportes presentan resultados de pruebas muy especificas, en condiciones que
dificilmente reflejan las exigencias reales de operacién de los sensores.

No obstante, también es cierto que en cada experiencia se encuentran resultados
positivos y promisorios, que por si mismos no constituyen competencias
suficientes para desempefarse exitosamente, pero que si constituyen
caracteristicas necesarias para conseguir elaborar un buen sensor olfatorio
biolégico.

Los avances se producen de manera paralela en cada uno de los aspectos que
pueden componer al sensor (registro de actividad celular, codificacién de
proteinas receptoras, comprension del procesamiento de la informacion, etc.), esto
parece ser la tendencia a seguir por al menos unos cuantos afios mas, hasta que se
alcancen estdndares 6ptimos en cada aspecto. Esto es una caracteristica positiva,
pues no se produce un estancamiento global cuando un aspecto no progresa.

Posteriormente, luego de estos afios de paralelismo, cada linea de investigacion
intentard agregar una cualidad maés a lo que ya habian conseguido, una cualidad
que posiblemente ya habia sido conseguida por otro grupo de investigadores, y
luego otra, produciéndose una convergencia de los aspectos desarrollados.
Convergencia que puede ser cooperativa entre los grupos involucrados, donde
cada uno apoye con su experiencia y conocimiento adquiridos en su ambito
especifico. Acelerando el proceso de creacion de un buen sensor biolégico
olfatorio.

Los trabajos mas maduros parecen ser los revisados en la secciéon 3.1.3 Arreglos
Biotecnolégicos, es decir, arreglos de antenas y QCM. En los arreglos de antenas
ya se desarroll6 una técnica de registro y clasificacién de las respuestas, pero los
resultados atn no satisfacen los requerimientos de mercado, y, ademads, la
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estructura del sistema no facilita la posibilidad de convertirla en un producto
masificable, debido a las antenas que hay que ir renovando. Por el momento se
mantendran como dispositivos experimentales. Por su parte, los QCM presentan
excelentes cualidades de resistencia (duraciéon de 3 meses), pero por el
funcionamiento del sistema, estd restringido a la deteccién de algtin compuesto
odorante, y no a la identificacién de olores. Se podria incrementar el espectro de
respuestas utilizando el principio de arreglo de varios QCM, cada uno sintonizado
en un compuesto diferente.

Las investigaciones de sistemas de registro no invasivas (FET; LAPS) son muy
promisorias, y con el ritmo de desarrollo que tienen los dispositivos electrénicos,
particularmente en investigaciones relacionadas con LAPS se encuentran hasta 30
publicaciones desde el afio 2000 a la fecha, revelando importante dedicacién. Esto
sugiere que es posible concebir métodos de registro no invasivos acabados para el
momento en que el conocimiento sobre el sistema olfatorio alcance para generar
un sistema de reconocimiento de olores basado en su funcionamiento.

La investigacién de Codificaciéon y Procesamiento, es seguramente la que tiene
més trabajo por hacer. Elucidar el funcionamiento del sistema olfatorio,
integramente, es una tarea muy compleja en la que faltan muchas incégnitas por
aclarar en diversos ambitos del sistema (mecanismos de respuesta de las neuronas
receptoras olfatorias, conectividad interneuronal, procesos de esparcimiento de la
informacién, etc.). Sin embargo, pueden producirse descubrimientos especificos
que permitan desarrollar los sensores biolégicos, como lo sucedido con la
clonacién de proteinas receptoras para revestir los QCM. Dentro de Codificacién y
Procesamiento los patrones espaciotemporales y sus trayectorias dependientes de
estimulo olor-concentracién son un descubrimiento muy importante, de
resultados alentadores para su futura aplicaciéon, pues para ciertas condiciones de
estimulacion se pudo identificar olores en diferentes concentraciones, lo cual es el
objetivo de los sensores bioldgicos olfatorios. Las siguientes etapas dentro de esa
linea de investigacion deben entregar un método o regla que permita reproducir
estos resultados para mdultiples odorantes, y tanto o mas importante que lo
anterior es establecer un protocolo de manipulacién y sistema de registro robusto,
que permita desarrollar un dispositivo que se pueda integrar a algin proceso
industrial.como eso posiblemente un buen ejemplo, cuyo futuro es alentador.

Por otra parte, en la biisqueda de aplicaciones el panorama es muy nutrido, con
algunas de alto impacto econémico para ciertas industrias, lo cual es muy propicio
para incentivar atin mas el desarrollo de la investigacién en pos de un sensor
bioloégico olfatorio.
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En resumen, con la acrecentada dedicacién existente, la creacién de un sensor
biolégico olfatorio es un hecho casi garantizado. Sin embargo, es una tarea en la
que aun debe invertirse bastante tiempo y dinero.

5.2 Simulaciones y Conductancia de Canal

El simulador desarrollado respondié positivamente a las pruebas de validacion. El
simulador gener6 datos validos en los modos temporal y atemporal.

Los ensayos realizados en el simulador permitieron descubrir dos factores que
alteran las conclusiones obtenidas del analisis de ruido con modelo de cable para
el cilio.

El primer factor encontrado es la suposicién, implicita, de que el potencial de
membrana es invariable ante cambios pequefios de la corriente de transmembrana.
Estas variaciones son producidas por la apertura y cierre aleatorio de los canales
iénicos, en torno al valor promedio definido por la probabilidad p. Estos cambios
en el nimero de canales abiertos repercuten en los requerimientos de corriente,
por lo tanto, al cambiar la corriente de transmembrana el potencial de membrana
también lo hace, eso si de manera inversa a la corriente. Esta contraposiciéon (una
variable aumenta, la otra disminuye, y viceversa) se traduce en una amortiguacion
de los cambios en torno al valor promedio, en otras palabras, la varianza es menor
que si se supone independencia del potencial de membrana ante cambios en la
apertura y cierre de canales. Es posible que el potencial tenga un grado de
independencia ante los cambios en el estado de los canales. El condensador que
usualmente se introduce en los modelos de membrana, se opone a los cambios de
potencial de la membrana, la duracién de esta oposiciéon depende de la constante
de tiempo que caracterice al circuito, pero segiin Larsson et al. (1997) en este caso
los efectos del condensador son despreciables, produciéndose una contradiccién
con el supuesto de invariabilidad del potencial de membrana ante los
requerimientos de corriente producidos por la apertura y cierre de los canales.

Las simulaciones delataron este fenémeno mediante la comparaciéon de la curva
que se forma con los datos simulados, con la curva tedrica de andlisis de ruido
modificado para los mismos pardmetros. En esta comparacion se advierte que los
puntos simulados en el mejor de los casos de clamp coinciden con la curva tedrica,
pero a medida que la situacion de clamp empeora, los datos simulados muestran
cada vez una menor varianza (ver Ilustracion 4-12).

A nivel préctico, el fenémeno de disminucién de varianza genera una distorsion
en las conclusiones que se obtienen del andlisis de ruido; con datos
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experimentales sélo se tiene acceso a los puntos de los graficos presentados, y en
base a esos puntos se ajusta -incluso por inspeccion visual (Larsson et al., 1997)-
una curva, para encontrar los puntos de corte con los ejes. El ajuste de una curva
donde los puntos (datos) sufrieron el efecto de disminucién de varianza, por un
mal clamp, generara un punto de corte con el eje de las abscisas que estara por
debajo del valor real de corriente unitaria (), en consecuencia se altera el valor de
la conductancia unitaria y la densidad de canales.

El segundo factor encontrado, produce una alteracién en el mismo sentido, es
decir, genera una distorsion en la curva que induce la extrapolacién de un punto
de corte que no representa el valor real. La distorsion se produce por el efecto de
la conductancia basal del cilio. El problema se debe a que la conductancia basal
permite el paso de una cantidad de corriente que no se relaciona con la apertura y
cierre de los canales, por lo tanto no es ruidosa. Al no ser ruidosa no tiene varianza
asociada, pero la funcién que relaciona la varianza con la corriente media no
contempla la existencia de esta corriente, por lo tanto debe corregirse el efecto de
dicha conductancia, de lo contrario se asigna un valor de varianza para dicha
corriente basal, lo que distorsiona la curva o2 vs. I, produciendo un corrimiento en
el eje de las abscisas (ver Ilustracién 4-20).

El corrimiento producido por la conductancia basal, distorsiona notablemente la
curva experimental de la razén entre la varianza y la corriente media vs. la
corriente media, pues al ser una curva que se genera con el cuociente entre los
valores de varianza y corriente, sufre una aguda deformacién cuando el
denominador (I) es levemente mayor (corrimiento) que lo que se esperaba que
fuese, reduciendo el valor del cuociente. Esta deformacién es muy marcada en los
puntos cercanos al eje de las ordenadas, que son justamente los datos que mas
influyen en la extrapolacién del punto de corte.

Las conclusiones de Larsson et al. (1997) sobre el valor de la conductancia unitaria
del canal de cloruro activado por calcio, pueden haber estado basadan en datos
que sufrieron alguna de estas distorsiones. En la Ilustracion 5-1 se muestra la
curva de la cual concluyeron el valor de 0.8pS para dicha conductancia; en ella se
detectan indicadores que sugieren el efecto de wuna distorsiéon como las
encontradas gracias al simulador.

Se encontré que estas distorsiones pueden producir una subestimacién de hasta
un 50%. En otras palabras, la conductancia unitaria real puede ser hasta el doble
de la estimada con el andlisis de ruido modificado. Considerando el valor de
conductancia unitaria de 1.6pS, calculado por (Pifferi et al., 2006) usando la misma
metodologia propuesta por Larsson et al. (1997), podria ser que la conductancia
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real alcance los 3.2pS, lo que significa una conductancia cuatro veces mayor que la
publicada por Larsson et al. (1997).

r[pA]l

0.04 Se detecta un aparente decaimiento de
la curva, similar a los presentados en
la Tlustracion 4-21.

0.035
0.03 .
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005

0 10 20 30 40
| [ pA ]

Ilustracién 5-1: Grafico (intervenido) de resultados de analisis de ruido modificado para los
canales de cloruro activados por calcio publicados por Larsson et al. (1997). De esta curva se
obtiene un valor de conductancia unitaria de 0.8pS. La forma de esta curva -muy similar a las
presentadas en la Ilustracién 4-21, pero con menor densidad de puntos- indica que podria
estar sufriendo las alteraciones explicadas en las Secciones 4.8 y 4.9, sugiriendo que el valor
de conductancia obtenido puede estar subestimado.

Con los resultados obtenidos con el simulador se encontré6 que la metodologia
propuesta por Larsson et al. (1997) estd sobre simplificada (al suponer
invariabilidad del potencial ante cambios de corriente). Si no es asi, y el voltaje en
realidad puede mantener su valor ante cambios en la conductancia de
transmembrana, entonces presenta supuestos contradictorios al despreciar el
efecto del condensador de la membrana.

Por esto es interesante dilucidar cudl de las dos situaciones es la que en realidad
sucede en el cilio. Una proposiciéon de trabajo futuro, para hacer un primer
acercamiento que permita aclarar esta incertidumbre, puede ser agregar un
condensador al modelo circuital del simulador y realizar simulaciones para ver
qué ocurre con el andlisis de ruido.

De comprobarse que el potencial de membrana varia ante las aperturas y cierres
de los canales, también se sugiere para el trabajo futuro, desarrollar un nuevo
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procedimiento matematico analitico que permita hacer el andlisis de ruido
modificado para potenciales dependientes de los canales, y que ademas considere
los efectos de la conductancia basal.

Si no es posible hacer esta nueva metodologia de anélisis de ruido, se sugiere
simular para multiples combinaciones de pardmetros, generando una carta con las
curvas resultantes y tabular los pardmetros asociados a dichas curvas. De esta
manera, teniendo los datos experimentales, se pueda ver en la carta la curva que
mejor coincide con los datos experimentales, y obtener un valor estimado del
valor de los parametros del experimento realizado.

El simulador demostré ser una herramienta provechosa para abordar el estudio de
los parametros del cilio, entregando la posibilidad de estudiar la respuesta del
cilio ante variadas condiciones. Si bien el simulador ya incluye varias opciones de
simulaciéon (no todas fueron utilizadas para este trabajo, se incluyen los cédigos
necesarios en la seccion de anexos), como el modo temporal/atemporal, la
concentracién de agonista variable a lo largo del cilio, simulacién de los filtros
intrinsecos de los sistemas de adquisiciéon de datos, etc; siempre es posible escalar
los programas, agregando una consideracién que haga mas util el simulador, o
modificando una funcién que lo haga mas eficiente. Estas tareas también forman
parte de la labor futura de este trabajo.
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7 Anexos

En el disco adjunto se incluye una versiéon digital (formato pdf) de este
documento. Ademds, en la carpeta programas simulador se encuentran los
archivos con todos los coédigos fuente necesarios para ejecutar el simulador
desarrollado.

-122 -



	Portada
	RESUMEN
	Tabla de Contenidos
	Introducción
	Antecedentes Generales
	Sensores Biológicos
	Investigación
	Interfaz Bioeléctrica
	FET
	LAPS

	Codificación y Procesamiento
	Arreglos Biotecnológicos
	Arreglo de Antenas
	Revestimiento Proteico Específico


	Aplicaciones
	Industria de Alimentos
	Medicina
	Control Ambiental y Calidad de Vida
	Seguridad y Control
	Cosmética
	Investigación


	Desarrollo de Simulador
	Motivación
	Análisis de Ruido Básico
	Revisión del Modelo de Cable Finito
	Revisión de Larsson et al. 1997
	Análisis de Ruido Modificado
	Experimento de Cilio Escindido

	Adopción de Modelo Circuital del Cilio
	Modo de Operación
	Validación y Generación de Datos
	Diferencia de Supuestos
	Corrección de Conductancia Basal

	Discusión y Conclusiones
	Sensores Biológicos
	Simulaciones y Conductancia de Canal

	Bibliografía
	Anexos

