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RESUMEN

El Tectum Optico (TO) de aves junto a dos ntcleos pretectales (Ime, nucleo Itsmo
magnocelular; Ipc, niicleo itsmo parvocelular) parece formar un circuito atencional
que es fundamental para entender la fisiclogia visual de aves. El Ipc recibe aferencias
exitatorias de las neuronas “Sheperd’s crook” (ubicada en la capa 10 del tectum)
v aferencias inibitorios de I'me. El Ipc envia sus axones a las capas superiores del
TO (desde la 10 a la 1). Cuando estos axones alcanzan la capa 10, sufren un proceso
complejo de ramificacién y colaterizacién generando una estructura axonal compleja,
llamada “paintbrush” (PB), que contiene docenas de colaterales radiales. Ademas,
en el TO la respuesta visual mas evidente son las rafagas (OBs) (llamadas tambi-
en Oscillatory Bursts), las cuales parecen ser potenciales de accién extracelular con
un complejo perfil temporal que dura de 4 a 8ms. Las OBs tienen una frecuencia
aproximada de 600/ z, con amplitudes inusuales (300 a 600xV"), un perfil tempo-
ral altamente variable y pueden ser detectados en las primeras 10 capas tectales.
Aparentemente estas rafagas correponden a los producidos por la co-activacion de
un grupo de PB. Por ello hemos creado una simulacién numérica de paintbrush
para probar esta nocién. Usando tecnicas de modelamiento (NEURON) y modelos
simplificado de PB, simulamos la propagacién de trenes de réafagas en un grupo de
neuronas del ntcleo Ipe y sus correspondientes campos extracelulares. Comparamos
las propiedades de registros extracelulares reales (trenes de rafagas) con los cam-
pos extracelulares generados por nuestro modelo. En primer lugar, mostramos que
los perfiles de rafagas pueden ser aproximados por los OBs producidos por nuestro
modelo; estos OBs, no corresponderian a la activacion de neuronas tectales sino que

a la coactivacién de un grupo de paintbrush. En segundo lugar, observamos que las
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conductancias de potasio Kv3.1 son necesarias para generar la descarga de alta fre-
cuencia observada en los OBs. Nuestro modelo, ademéas de especificar por primera vez
aspectos cuantitativos como la magnitud de las conductancias Kv3.1, apoyva la no-
cion que las rafagas corresponden a la co-activacién concurrente pero no simulténea,

de un grupo de paintbrush.

ABSTRACT

The avian optic tectum (OT) contains a circuit involved in attentional mechanisms
composed two extra-tectal nuclei (Isthmi pars magnocellularis ( /mc) and Isthmi pars
parvocellularis (Ipc)). The Ipc receives excitatory inputs from “shepherd ‘s crook”
neurons (located in tectal layer 10) and inhibitory axons from Ime. The Ipc sends its
axons to the upper layers (from 10 to 1) of the OT. Once a single Ipc axon reaches
layer 10, it undergo a complex process of ramification and collateralization gener-
ating a complex axonal structure, called a paintbrush (PB), containing dozens of
radial collaterals. Additionally, in the OT the most conspicuous visual responses are
the Oscillatory Bursts (OBs) which appear to be extracellular action potentials with
a complex temporal profile, lasting with 4-7 ms. OBs have a frequency of 600H z,
unusually large amplitudes (3004V-600uV" ), a highly variable temporal profile and
can be detected in the first 10 tectal layers. We hypothesized that OBs correspond to
the extracellular fields produced by the co-activation of a group of PB and so we had
a numerical simulation to test this notion. Using modeling techniques (NEURON)
and simplified PB models, we simulated the propagation of train of OBs in a group
of Ipc’s neurons and their corresponding extracellular fields. We compared the prop-
erties of experimentally recorded trains of OBs to the extracellular fields generated
by our model. We show firstly that OBs profiles can be approximated by the extra-

cellular fields produced by our model. Second, we observed that the potassium Kv3.1
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conductance are necessary to generate the high frequency discharge observed in OBs.
Our model, together with specifying for the first time quantitative aspects such as
the magnitude of the Kv5.1 conductance, supports the notion that OB correspond

to the concurrent-but not simultaneous co-activation of a group of paintbrush.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes bibliograficos

En aves la via visual principal es la via retino-tectal que esta formada por axones
retinianos que llegan al tectum 6ptico (TO) y posteriormente esta via sigue hacia el
nicleo Rotundus. Esta via es peculiar por varios factores que enumeramos a contin-

uacién (Wang y col., 2001; Luksch, 2003):

1. Cantidad de elementos. En efecto esta via presenta un grado de convergencia

muy grande. Al tectum llegan 2.4 millones de axones retinianos, pero la sal-
ida principal esta contituida por solo 0.1 millén de axones que se dirigen al

Rotundus.

2. Disposicién ordenada. El tectum posee una estrutura ordenada. Esta contituido

por 13 capas. Las primeras 7 capas reciben axones retinianos y la salida se debe a
las denominadas Celulas Ganglio Tectales (TGC, de Tectal Ganglion Cells) que
tienen sus somas en la capa 13, pero poseen enormes dendritas del orden de 2mm.
(Figura 1.1). Aunque el tectum tiene muchos tipos celulares y microcircuitos, su

anatomia bésica puede resumirse en cuales son los axones aferentes (que vienen



de la retina) y sus proyecciones principales (hacia el Rotundus) (ver Figura 1.1)

. Circuitos horizontales (Figura 1.1). El TO posee una riqueza de circuitos hori-

zontales que dependen de muchos tipos de interneuronas, ninguno de los cuales

ha sido realmente estudiado en profundidad.

4. Nicleos Itsmos (Figura 1.1). El TO posee un sistema de tres nicleos (Nucleo

Itsmo Magnocelular, 'me; Nucleo Itsmo Parvocelular, Ipc v el Nucleo Itsmo
Semilunar, S Lu) que con toda propiedad deberian considerarse parte del TO. En
efecto, estos niticleos solo reciben aferencias de TO y proyectan exclusivamente
hacia el TO. Ademas de las neuronas de estos nicleos, especialmente de Ipe,
se derivan especializaciones anatémicas tinicas tales como los paintbrush. Estos
axones son el resultado de una serie de divisiones que sufre el axén principal
de las celulas del nicleo Ipc a partir de la capa 10 (aproximadamente) del TO,
resultando en una forma parecida a una cola de pincel (paintbrush) donde es

posible contar decenas de colaterales secundarias y terciarias.



Figura 1.1: Estructura simplificada del TO v sus relaciones con los nicleos itsmos
La figura de la izquierda muestra la estructura bésica del tectum de aves. I'me: nacleo itsmo
magnocelular; Ipc: nacleo itsmo parvocelular; SC: Celulas en forma de baculo de ovejero; PB:
Neuronas del Ipc que dan lugar a los Paintbrush (cola de pincel); TGC: Celulas Ganglio Tectales;
CH:Celulas Horizontales y AR: Axones Retinianos. La figura de la derecha es una foto de varias
paintbrush tefiidas con BDA-Rodamina.

En la Figura 1.1 se muestran esquematicamente todos estos elementos que conforman
lo que se podria llamar la macrocircuiteria tectal. Esta tesis trata justamente de
simular un aspecto de esta circuiteria neuronal: las respuestas de los paintbrush.

Respecto de la anatomia tectal podemos destacar ademaés:

= AR: axones retinianos (2,4 millones axones contralaterales). Los axones retini-
anos entran por la capa 1 del tectum y se piensa que hacen sinapsis con dendritas
de las neuronas TGC originadas en somas a la altura de la capa 13. Los axones
retinianos solo llegan a las 7 capas méas superficiales del TO (la llamada zona

retino-recipiente)

» TGC: Estas neuronas constituyen la salida tectal y proyectan hacia el nicleo

Rotundus. En total suman aproximadamente 100000.



» CH: Circuitos horizontales intratectales formadas por varias familias de in-

terneuronas. De estos circuitos nada se sabe aun.

= SC: Shepherd’s crook. Estas células, cuyo soma esta en la capa 10, excitan los

nicleos itsmicos Ipc v I'me. Aparentemente las neuronas SC son excitatorias.

» PB: Neuronas del Ipc (ver Figura 1.1), estas neuronas tienen una anatomia,
peculiar con una arborizacién terminal Gnica entre los vertebrados por su den-
sidad y ordenamiento ya que el axon en su parte més distal forma un ver-
dadero haz cilindrico de 50um de didmetro. Este haz corresponde al paintbrush.
Tambien es importante resaltar la forma de la sefial extracelular de los paintbrush
{(Fig.1.2) que consiste en varios trenes de rifagas con amplitudes méximas en el
rango de 600pV v separados por intervalos de tiempo que varian entre 10ms v
26ms e independiente del estimulo visual (Marin y col., 2005). Ademés se obser-
va falta de repetitividad; es decir, una rafaga nunca es igual a otra (Fig.1.2B).
La funcién real de esta paintbrush es atin un misterio aunque se han adelantado
hipétesis que sugieren que estos axones podrian ser parte de un sistema aten-
cional que modula la sefial de entrada de los axones retinianos (Marin y col.,

2005)(ver Figura 1.2).

Es importante resaltar que la forma de la senal extracelular mas comun encontrada
en la mayor parte de] TO (desde la capa 1 hasta la capa 10), es el llamado Oscillatory
Burst (OBs)(Marin y col., 2005). Estos OBs tienen las siguientes caracteristicas (ver

Figura 1.2):

1. Una amplitud del orden de 400pV" a 10001V, esta amplitud es muy superior a

la amplitud normal de los potenciales extracelulares que es de 30V a 150uV

2. Un perfil temporal extremadamente variable que nunca se repite



3. Un perfil que parece estar modulado en amplitud por una gausiana mientras

dure la rafaga.

4. La presencia, en cada rafaga, de muchos maximos y minimos que pueden estar

separados por tiempos muy cortos que van desde 0,5ms a 2ms.
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Tiempofms)

Figura 1.2: Registro de sefiales debido a la activacién de paintbrush
Sefial generada por neuronas del ndcleo Ipe del tectum de las aves
debida a un estimulo visual. A-Rafagas ampliadas de B, en orden as-
cendente desde la primera hasta la novena rafaga en orden de izquier-
da a derecha. B-Tren de rafagas observado originalmente. C- Rafaga
inicial compuesto por un solo potencial de accién.

Esta tesis trata justamente de mostrar usando simulaciones computacionales, que

los OBs (a las cuales se les ha llamado rafagas en esta tesis) son el resultado de la
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activacion de los paintbrush.

La hipétesis basica que es el tema central de esta tesis, es que la forma de los registros
observados en las Rafagas (ver Figura 1.2) se debe no solo a la geometria de los
paintbrush sino tambien a la presencia de conductancias especiales en la membrana

de las neuronas del Ipc especificamente las debidas a los canales Kvd.1 (ver Figura

1.3).
El fenotipo de espigas rapidas (“fasts piking”) se observa en celulas capaces de
producir trenes de potenciales de accién con las siguientes caracteristicas (Rudy y
McBain, 2001):

» Corta duracién

» Repolarizacién rapida

» Breves intervalos de tiempo entre espigas

Breves tiempos de duracién de la etapa de hiperpolarizacion

Los canales Kv3.1 han sido identificados como determinantes del fenotipo “fast spik-
ing” (rapido espigueo) (Rudy y McBain, 2001). Por lo tanto, nuestra tesis hara

modelos neuronales que tengan este tipo de conductancias.

En la parte superior de la Figura (con Kv3.1). se observa la activacion de las cor-
rientes debidas a los canales Kv5.1 (a —20mV aproximadamente) durante la fase
de repolarizacion del potencial de accién y su rapida desactivacion(a —70mV) casi
10 veces mas rapido que un canal de potasio en un axén de jibia (Rudy y McBain,
2001), lo cudl causa que los potenciales de accién tengan una menor duracién y que
se acorten los periodos refractarios. No sucede asi con las conductancias Kv1l (ver
parte inferior de la Figura 1.3) (sin Kv3.1), las cuales se activan en la fase de aumento

del potencial de accién y contribuyen al aumento del periodo refractario.
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Figura 1.3: Efecto de las conductancias AKv8.1 en la propa-
gacién de potenciales de accidon

Esta figura es parte de la figura 2 del review K#3 chan-
nels: voltage-gated K +channels designed for high frecuency
repetitive firing. En esta figura se sobreinponen el potencial
de accion (linea negra) ¥ las corrientes debido a conductan-
cias Kw3.1 (arriba) y Kvll (abajo) (ambas en linea roja).
Observese que la corriente Kv3.1 causa que el potencial de
accion tenga una menor duracidn dado que se activa en
la fase de repolarizacén y no contribuye a la corriente re-
sponsable del aumento del periodo refractario. La corriente
Kwll contribuye al aumento del periodo refractario y se ac-
tiva en la fase de aumento del potencial de accion, lo cual
no contribuye al rapido espigueo. Estas corrientes y poten-
ciales fueron registrados en celulas CHO (Chinese Hamster
Ovary) transfectadas con canales Kv3.1 (A) o Kvil (B)

1.2. La importancia de las simulaciones

Desde hace dos décadas las simulaciones computacionales se han convertido en un
aspecto esencial de la neurociencia. Estas simulaciones forman parte de un Area en
continuo crecimiento llamada neurociencia computacional, la cual se encarga de re-

alizar modelos mateméticos y computacionales que simulen el comportamiento desde



una neurona Unica hasta complicadas redes neuronales. Obviamente que para hacer
modelos ttiles se debe tratar de incorporar datos reales (y no simples caricaturas)
de las conductancias como de las geometrias neuronales. Al culminar este proyecto
mostraremos un modelo computacional que simule la propagacién de potenciales de
accién a través de las neuronas del Ipc en el tectum 6ptico de las palomas; con una
morfologia real y un modelo biofisico de membrana ajustado para reproducir las

sefiales intracelular y extracelularmente observadas.

Por ejemplo, la forma de los registros extracelulares debidos a los paintbrush (Fig.1.2),
nos lleva a realizarnos una pregunta, ;que conductancias, ademés de las conocidas,
causan este tipo de sefiales? Por ejemplo, el complejo perfil temporal de las respues-
tas tectales (Marin y col., 2005) (algunas respuestas son: nunca las respuestas son
iguales, ademés presentan una modulacién similar a amplitud-modulada y presentan
un intervalo de tiempo entre espigas que puede llegar a ser de 0,7ms), nos indica que
un modelo de este sistema debe tener conductancias distintas a las descritas hace 60
anos por Hodgkin v Huxley. Por ejemplo, la conductancia clasica de potasio, debido
a su gran periodo refrectario, no permite altas tazas de descarga. Nuestro trabajo
preliminar nos indica que las conductancias Kv3.1 son un candidato posible para las

neuronas [Ipc.

Por ello es que éste proyecto debe, ademds de construir una simulacién, justifiar
elecciones de los parametros de esa simulacion. Es importante por lo tanto tener

presente el siguiente aforismo:

” “Un Paintbrush no es un axon de Jibia”

Adicionalmente en esta tesis de simulacién estudiaremos ciertos aspectos que bien
pudiesen llamarse “artesanias de la simulacion”. Como ejemplo de estos aspectos,
destacamos que la simulacion debera adecuarse a la temperatura de funcionamiento

de las aves (T' = 40°C) que es muy distinta a la temperatura por defecto (6,32C)



usada en el ambiente de simulacion empleado en esta tesis (NEURON). Otro de estos
aspectos artesanales se refiere a simular el correcto contenido de frecuencia de las
senlales. Se menciond todo esto para destacar que este proyecto de simulacion requiere
considerar un abanico de aspectos que van desde lo trivial (ajustar temperatura
de simulacién) hasta aspectos sustanciales (encontrar cual es la magnitud de las

conductancias Kv5.1).

Varios aspectos hacen que el tectum éptico de las aves se constituya en un campo

especialmente fertil para aplicar técnicas de simulacién:

» [s una estructura muy evolucionada respecto de los mamiferos, con una orga-
nizacion laminar facilmente distinguible v con una conectividad muy regular,

casi cristalina.
= La importancia que tiene poder revelar el funcionamiento del sistema visual.

= Su relacidn con procesos atencionales, v la importancia de éstos en el apren-

dizaje.

1.3. Objetivo General

Modelar la propagacion de potenciales de accién en las celulas del Ipe v sus axones
del tipo paintbrush con el proposito de mostrar que las respuestas tipo rafagas (OBs)

del tectum son producidas por esta activacon.

1.4. Objetivos Especificos

1. Desarrollar un sistema de modelacion computacional que permita calcular y

graficar el potencial extracelular en cualquier punto del espacio alrededor de
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una neurona. Este proyecto usard una plataforma computacional (llamada NEU-

RON) donde esta capacidad de calcular y graficar no existe.

2. Desarrollar un modelo tridimensional simplificado de neurona Ipe donde se

puedan probar los algoritmos y métodos.

3. Proponer un grupo de parametros biofisicos (conductancias activas y pasivas)

para las neuronas de Ipc v su especializacion terminal (paintbrush).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1. Meétodos

Una de las areas de la neurociencia que ha venido adquiriendo importancia es la
neurociencia computacional, la cual se encarga de la realizaciéon de modelos virtuales
de circuitos neuronales y neuronas unicas correspondientes a cualquier parte del
sistema nervioso central. Existen varios ambientes computacionales con los cuales se

pueden realizar modelos computacionales tales como:
NEURON (http://www.neuron.yale.edu/neuron/),
NEST (http://www.nest-initiative.org/index.php/About _ Us),

GENESIS (http://genesis-sim.org/GENESIS/), etc. Estos son complementados con
software como MATLAB, Igor, ect., los cuales se caracterizan por su eficiencia para

realizar graficos.

De los anteriores simuladores neuronales los méas comunes son NEURON, GENESIS
Y NEST. Los dos altimos son empleados para simular poblaciones de neuronas con
poco control sobre las caracteristicas biofisicas de las neuronas tnicas. Por otro lado

NEURON tiene la ventaja de simular especialmente fenomenos asociados a una sola
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neurona con total control sobre sus caracteristicas biofisicas y morfolagicas; esto se ve
reflejado en el nimero cada vez més creciente de publicaciones usando este software
(ver tabla2.1).

Ano [ 1998 [ 1999 [ 2000 | 2001 [ 2002 [ 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 |
N°Paper [ 37 [ 47 [ 33 [ 54 | 53 [ 62 [ 64 [ 69 | 80 | 84 |

Tabla 2.1: Estadistica de uso de NEURON en investigaciones
Investigaciones que usan NEURON reportadas hasta Marzo 7 de 2008. Obtenido de la pagina
web:www.neuron.yale.edu/neuron/bib/usednrn.html

Por las razones expuestas anteriormente en esta tésis simularemos la propagacion
de potenciales de accién a través de las neuronas Ipc utilizando NEURON (Hines y
Carnevale, 2000; Hines y Carnevale, 2001; Hines y Carnevale, 2004). La idea central es
obtener una simulacion numeérica que replique la forma o perfil extracellular de trenes
de “rdfagas” tectales (que sabemos corresponden a la activacién de los paintbrush).

Los pasos a seguir para hacer esta simulacién son los siguientes (ver Fig.2.1):

1. Modelar con NEURON (Hines v Carnevale, 2000; Hines y Carnevale, 2001;
Hines y Carnevale, 2004) la morfologia de las neuronas Ipc en forma similar a
la real. A partir de literatura sobre anatomia del tectum (Luksch, 2003; Wang
y col., 2006) se captaran las coordenadas espaciales reales de una neurona Ipc
incorporandola a NEURON en lenguaje de programacion hoc', obteniendo asi

una morfologia muy aproximada a la real.

2. Definir los pardmetros biofisicos. Se debe, a través de registros de potenciales
de accién extracelulares en la capa 5 del TO y registros cuasi-intrecelulares
(producidos por yuxtaposicién) en el cuello axonal de neuronas Ipe, obtener los
valores reales de las conductancias de sodio (gn.) v potasio (gx v Kv3.1) v de

esta forma ajustar la biofisica a la realidad.

les el lenguaje de programacién de NEURON. Los archivos en los que se guardan
los programas deben estar en .hoc
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3. Simular la propagacion de rafagas de potenciales de accién (con amplitudes,
duraciones y en tiempos aleatorios) a través de un grupo de 7 neuronas [pc.
Estos datos (corrientes de membrana) seran plasmados a través de codigo com-

putacional en archivos de datos.

4. Usar los datos arrojados en la simulacién (corrientes de membrana) para obtener

el potencial extracelular en cualquier punto del espacio extracelular.

Los pasos bésicos de este proyecto se muestran en la figura 2.1.

[ AJUSTAR |
BIOFISICA

‘ 2 3 /'/—__“
 CONSTRUCCION DE . OBTENER DATOS DE y \
| MODELODE ‘ { CORRIENTE DE TODOS }_., CAL%E%RT‘E(,%REICAR !

PAINTBRUSH CON | | LOS SEGMENTOS DE \  EXTRACELULAR /
NEURON | R PAINTBRUSH 4 A
| g - \\ pLEs
P N
w :
:/' &
| OBTENER
| MORFOLOGIA /‘
'\\ =
\v/

Figura 2.1: Diagrama de flujo que muestra los pasos basicos del proyecto.

2.1.1.

Validacion del método

Antes de iniciar cualquier proyecto de simulacion se deben realizar simulaciones de
eventos neuronales clasicos que permitan validar los algoritmos computacionales y las
formulas matematicas empleadas. Para ese propoésito, en esta tesis se ha simulado la

propagacién de un potencial de accién en un axén de 3600um de longitud y 1um de
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diametro. Este axén esta formado por 359 segmentos de linea? de 10um de longitud

(ver Figura 2.2).

El axon fue estimulado en su extremo inferior con un pulso de coriente de 0,7nA de

amplitud, 0,2ms de duracion y un retraso temporal de 2ms.

Las caracteristica biofisicas incorporadas a esta estructura fueron:

Conductancia de sodio (gy,) al estilo Hodgkin y Huxley (Estas se denominan

conductancias HH). La magnitud méxima(gnabar_hh2) empleada fue 0,15/cm?

= Conductancia de potasio(gy) al estilo HH. La magnitud maxima (gkbar _hh2)

empleada fue 0,25/cm?

= Conductancia de potasio (Kv5.1) debida a la subfamilia de canales Kv3.1. La

magnitud maxima(gk Kv31) empleada fue 0,0155/cm?.
» Resistencia axial Ra = 40Qcm
= Resistencia de membrana 7, = 1.X10*Qem?

» Temperatura 40°C

2.1.1.1. Comprobacion de las formulas y del codigo en geometrias simples

La Figura 2.2 muestra el potencial de accién en dos puntos de un axon. El trazo
negro corresponde al potencial de accién obtenido en la posicién 360um (es decir,
10% del largo total). Tiene un méximo a los 2,65ms, este potencial sigue viajando
e invade el sector a 1800um del punto de estimulo (es decir, el 50% del largo total
del axén) a los 4,125ms. Con estos datos vemos que el potencial de accion viaja
a una velocidad de 1m/s.Observese que el potencial de accién no tiene una misma

amplitud (la traza azul es 4,344V mas alta que la traza negra ). Esta diferencia no

2Un segmento de linea es un trozo recto de una seccién de la neurona (soma,axén,dendrita,..). Varios segmentos
de linea unidos forman una secciém.



es un error en la simulacién sino una caracteristica esperada debido a la reflexion de

la corriente a medida que nos acercamos al final (Luscher y Shiner, 1990).

La Figura 2.3 muestra las correspondientes corrientes de membrana para esas mismas
posiciones del axén. La forma de estos perfiles trifasicos son los esperados de acuerdo

a la teoria de Hodgkin y Huxley.

trazo negro, a 360um t/razo azul, a 1800um
o @]
stim.. a Qum
20 —
04
g
£
T 20
£
E
=
2 40 -
=
I
B0 ¢
-80 - i
T T
1 2
tiempo(ms)

Figura 2.2: Simulacién de potenciales de accién intracelu-
lares

Simulacién de potenciales intarcelulares en dos puntos de
un axon en las posiciones sefialadas como trazo negro y
trazo azul. En la parte superior de la figura hay una repre-
sentacion esquematica del axdn con sus respectivos puntos
de calculo y punto de estimulo. El trazo negro corresponde
a 360um(es decir, 10 % del largo total). Tiene un maximo a
los 2,65ms, este potencial sigue viajando e invade el sector
a 1800pm del punto de estimulo (es decir, el 50 % del largo
total del axén) a los 4,125ms. Con estos datos vemos que el
potencial de accién viaja a una velocidad de lm/s.
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Figura 2.3: Simulacion de corrientes de membrana,
Corrientes de membrana simuladas en dos puntos del mismo
axon de la Figura 2.2 ,en las posiciones al 10% y 50% del
largo total. Esta es la corriente total, es decir, la suma de
las corrientes ionicas y la corriente capacitiva.

Las Figuras 2.2 y 2.3 muestran lo que naturalmente se puede hacer con el ambiente
de simulacion NEURON, es decir, calcular potenciales y corrientes de membrana.
Pero el aspecto crucial para esta tesis es poder usar estos datos de NEURON para
calcular el potencial extracelular a cualquier distancia del axon. Como se explicod
anteriormente, se tuvo que desarrollar un codigo especial para hacer esto ya que

NEURON no lo tiene en forma nativa.

2.1.1.2. Calculo de potencial extracelular (ver Anexo 1)

En resumen, el método de célculo del potencial extracelular (¢.) consiste en cal-
cular la contribucién al potencial extracelular (d¢.) de la corriente de membrana
producida por un segmento de la neurona (punto fuente) de longitud infinitesimal

dx (aproximadamente puntual) con la expresién:

1 li’n’l-
— 2.1
dro. T o \21)

de =
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donde 1 es la distancia desde el punto fuente al punto en el que se quiere calcular
el potencial extracelular, ines la corriente de membrana por unidad de longitud
(calculada por NEURON), o, es la conductividad del espacio extracelular. Luego a
partir de esta formula se obtiene la expresion con la que podemos extender el calculo

a toda la neurona:

e(a’, 1/, ) = / depe (2.2)

L

ver Figura 2.4 A

Para que el calculo sea més sencillo se divide cada seccién neuronal (soma, axon,..)
en pequenos segmentos rectos de longitud Az llamados segmentos de linea (metodo
LSA: Line Source Aproximation) (Holt y Koch, 1999) de forma que la integral (2.2)

sea mucho mas facil de resolver numericamente.

Al observar la Figura 2.4B, podemos reescribir la ecuacién (2.2) como sigue:

1 S | dx

Ge = 7 T 2.3
f 47?0-(_1 —Anr A:[' (h _ 3;.)2 + d ( )

donde [ = i, Az es la corriente de membrana, y que corresponde a lo calculado por

NEURON.

Desarrollando esta expresién obtenemos:

I Vh?+d? —h
e = In » (2.4)
dro. Az VI2+d2 -]

Teniendo en cuenta que el argumento del logaritmo debe ser positivo, encontramos

tres formas de aplicar esta expresiéon dependiendo del signo de h y [:
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( p—
471};221-'!” J}zijgigl'#‘v h<0,l<0
e = § AU L MNEVIRE) < 0,15 0
\ 417332.{&3:571’ y,i? jd_;jj'l uy h>01>0

h=a(z— 22,y — 1, 2 — 22).(T2 — T1, Y2 — Y1, 22 — 21)

d* = (z -1+ (y — 1) + (2 — 21)% = I

l=h+ Az

En el Anexo 1 se pueden encontrar con mayor detalle el anterior procedimiento.

/' cbe
1= dx /L/ d

L

|
x T 0 h
, Ax |
I
! L |

® (x .y ,2)

(XE ’yz ‘22)

(x, ¥, Z,)

Figura 2.4: Variables para calculo de potencial extracelular

A. Aqui se muestra un segmento de linea de longitud Az paralelo al
eje x. Para calcular el potencial extracelular (¢.) en el punto (z,y, z)
se asume inicialmente un segmento infinitesimal de longitud dz que
conduce una corriente de membrana I, esta corriente es la debida a
la apertura y cierre de canales. B. Para el caso de un segmento de

linea orientado de cualquier forma en el espacio se introducen otros
parametros como h,r yl=h+ Az

Usando éstas ideas matematicas y los datos producidos por NEURON (donde es
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posible obtener y guardar las corrientes de membrana asociadas a todos los elementos
de membrana) se construyo un codigo computacional (hecho en Igor y en NEURON)
que permite calcular el potencial extracelular ¢, en cualquier punto externo del axén.
La Figura 2.5 muestra el potencial extracelular en dos puntos externos (a 20um de
un punto del axén ubicado al 10% del total de la longitud y otro punto al 50 % )
(ver Figura 2.5). Observese que su forma corresponde perfectamente al perfil trifasico
de los registros axonales con electrodos extracelulares (Marin v col., 2005). Hay que
destacar que éstos potenciales extracelulares calculados, ademas permiten calcular
la velocidad de conduccién(1m/s) la cual es igual a la calculada con los potenciales

intracelulares correspondientes como se esperaba.

t?o negro, a 360um trazo azul, a 1800um

& O

stim., a Qum
10 —

Polencial exlracelular(pV)

20 -

Figura 2.5: Simulacién de potencial extracelular
Simulacién de registro extracelular generado por la propa-
gacién del potencial de accion de la Figura 2.2 en las posi-
ciones: a 20pm de un punto fuera del axén ubicado al 10 %
(trazo negro) del total de la longitud y otro punto al 50 %
(trazo azul). Observese la similitud de estos trazos de po-
tencial extracelular con los de la corriente correspondiente
en la Figura 2.3.
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2.1.1.3. Decaimiento de amplitud de potencial extracelular

Otra comprobacion de la calidad de esta simulacién para obtener el potencial ex-
tracelular en cualquier punto del espacio consiste en calcularlo a distintas distancias
del axon. La Figura 2.6 muestra el perfil extracelular del potencial (obtenido cerca
del punto medio pero a distintas distancias del axén (desde 10um hasta 200um).
Como se espera, el perfil siempre muestra la misma, forma trifisica pero la amplitud
disminuye a medida que nos alejamos del axén. La amplitud del potencial extracelu-

ar decae en forma proporcional al inverso de la distancia (ver Figura 2.7 ) (Plonsey

y Barr, 2007).

d = 200umn

d=150pm

— -

\

o =100pm

— T

d = 90um

_—-—-4\_//—\-—._—\
d = Bopm

*———-“"\N———H
d=70um

" T e———
d=60um

_——/\f;_ ~
d=50um

_J/\/L_,\\
d = 40pm

~

d=30um
~
d=20um

30 335 40 45 50 55 8.0
tiempotms)
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S
o
e |

Figura 2.6: Variacién del potencial extracelular con la dis-

Simulacién de potenciales de accién extracelular medidos a
diferentes distancias del axon de la Figura 2.2 con respecto
a su punto medio. Notese el decaimiento del valor absoluto
de la amplitud del pico negativo de un potencial de accién
a distancias que varian entre d = 10um y d = 200um.
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Figura 2.7: Curva ajustada al decaimiento del potencial extracelular
con la distancia.
Observese que esta es proporcicnal al inverso de la distancia al axon

La diferencia entre los puntos calculados {(« ««+) ¥ la curva ajustada(——-) se debe
a que se usa una aproximacién para calcular los potenciales extracelulares, donde se

asume que cada elemento neuronal es un pequefio segmento de linea.

Las Figuras 2.5, 2.6 y 2.7 muestran que el algoritmo realizado en esta tesis para
calcular potenciales extracelulares es una buena manera de aproximarse a la realidad.

Destacamos los siguientes elementos relevantes

= Se muestra que el potencial extracelular es trifasico.

» La amplitud (en pV) esta dentro del orden de magnitud esperado (aproximada-
mente entre 30 y 60uV). Esta concordancia es particularmente importante dado
que es una gran evidencia de que esta simulacién calcula datos con el orden de

magnitud correcto.

= La velocidad de propagacion calculada extracelularmente corresponde a la ve-

locidad medida en forma intracelular a través de NEURON.
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= El perfil de decaimiento (proporcional al/distancia) correponde al obtenido
por la teoria electromagnetica y al medido experimentalmente (Plonsey y Barr,

2007).

Por lo tanto consideramos que este sistema de calculo para obtener los potenciales
extracelulares permite obtener buenas aproximaciones de los potenciales extracelu-
lares en una posicion fuera del axén para cualquier geometria y no solo el caso simple

presentado en las tiltimas figuras.

2.2. Materiales y Financiacién

Para la financiacién de este provecto contamos con el apoyo del Laboratorio de

Biologia del Conecer y de la Fundacién Universidad del Norte.

Materiales:

1. Software NEURON e IGOR.
2. Computador.
3. Libros y paper (Ver referencias bibliograficas).

4. Datos de registros extra y cuasi-intracelulares.
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Capitulo 3

Resultados

Para presentar nuestros resultados de simulacién hemos optado hacerlo en forma
escalonada. Esto quiere decir que vamos a introducir los conceptos v resultados de
una manera pedagoégica y secuencial, iluminando los problemas que se enfrentan en
las simulaciones neuronales. Asi, en nuestro modelo mas acabado, vamos a presen-
tar problemas y aspectos diversos que hay que tomar en cuenta en un proyecto de
este estilo. Por lo tanto, vamos a considerar inicialmente un caso muy pedagégico:

Propagaciéon de un potencial de accién en una simple bifurcacion.
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3.1. Caso simple de calculo de potencial extracelular de un

axon con bifurcacion.

O A

}\ d= 3550“}//’:
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stim., d = Oum ——€
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Figura 3.1: Potencial extracelular entre dos ramas colaterales
Potencial extracelular calculado a diferentes distancia del punto de
estimulo (d = Oum) y sobre la linea media entre los axones axon 1
(rama principal) y axon_2 (rama secundaria). Observese el hecho
crucial de que el perfil temporal del potencial extracelular para d <
3000pm corresponde a la forma trifasica clasica. Pero dicho perfil
cambia radicalmente para d > 3400um.

El caso méas simple de ramificacién axonal (ver Figura 3.1) es aquel en el cual un
ax6n tiene una sola ramificaciéon. En el lado derecho de la Figura 3.1 vemos una

estructura de este tipo formada por un axén de 1um de didmetro (axén més grueso
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que denotamos por axon_1) el cudl se ramifica a la altura de 83.3% (3000um) de
su longitud total(3600wm) en un axén de 0,5um de didmetro, a ésta colateral le
llamamos axon__2. En este caso se simulé la aplicacién de un estimulo de corriente
de 0,5nA de amplitud y 0,2ms de duracion en el extremo proximal de axon 1. (en
d = Opm) (ver Figura 3.1). Las caracteristicas biofisicas, con las cuales se doto
a la membrana de estos axones, se muestran en la tabla 3.1. Nétese que usamos

conductancias clasicas (HH) como Kuv3.1.

| Mecanismo [ gnabar_hh2 | gkbar_hh2 [ gk_Kv31 | ¢, | 7w | Ra | T |
[HH, Kv3,lyP | 004 | 00156 [ 00156 | 1 [10°] 40 | 40|

Tabla 3.1: Caracteristicas biofisicas de la estructura neuronal de la Figura 3.1.
HH: Conductancias al estilo HH; P: Conductancia pasiva; Kv3.1: Conductancia
Kuv3.1.

Si estimulamos en el extremo proximal del ax6n principal (axon_1) y luego calcu-
lamos el potencial extracelular en diferentes puntos a una distancia de 10um del
axon principal (linea punteada) observamos que la amplitud de la fase negativa au-
menta en la medida que nos acercamos al punto de ramificaciéon. Hacia posiciones
mas distales (i.e d 2 3000um) la fase negativa empieza a disminuir su amplitud y
a deformarse debido a la aparicién de un maximo secundario. El perfil deja de ser
trifasico para convertirse en un perfil complejo (ver trazas a d = 3560um v d —

3510um).

Este cambio en el perfil del potencial extracelular se debe a que el potencial de
accion en la rama mas delgada (axon_2) se propaga més lentamente que en el axén
principal(axon _1). Esta propagacién diferencial hace que las contribuciones de las
corrientes de membrana de ambas ramas ya no esten temporalmente en fase una
respecto a la otra. Por lo tanto, el potencial extracelular, que es una superposicion
de los voltajes producidos por ambas ramas, muestra un perfil con varios maximos

v minimos.
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Los potenciales extracelulares calculados a alturas mayores al punto de ramificacion
muestran dos picos negativos separados por menos de lms , ésto, como se dijo an-
teriormente debido a la diferencia de velocidades de conduccién en las dos ramas. Si
en lugar de dos ramas tenemos cientos de ramas con didmetros diferentes, las veloci-
dades de conduccién tendrian un amplio rango de variacién y por tanto esperariamos
ver potenciales extracelulares con multiples maximos de diferentes amplitudes simi-
lares a los producidos por un paintbrush (ver Figura 1.2). Es por ello que la Figura

3.1 se constituye en el cimiento de los resultados de esta tesis.

3.2. Un caso simple de conduccién fallida

Ademas del efecto en la forma del potencial extracelular de la diferencia de veloci-
dades de propagacion de potenciales de accion a través de las ramas de un axén
que se bifurca, tambien es importante tener en cuenta que el potencial de accién
no siempre se propaga dado gue la propagacién depende no solo de las caracteris-
ticas biofisicas y pasivas del axdn sino tambien de la geometria; esto se denomina
conduccién fallida {Luscher y Shiner, 1990). El fenomeno de la conduccion fallida es
muy importante en esta tésis dado que la simulacién principal involucra un axén con

muchas bifurcaciones y no siempre se propagara un potencial por cada colateral.

Para mayor comprension del fenomeno de conduceidn fallida simularemos y analizare-
mos un caso muy simple de propagacién de un potencial de accién a través de un
ax6n con una sola bifurcacién (ver Figura 3.2). Esta estructura esta formado por un
axén principal (axon P) de longitud 100um que se divide en dos axones, el axon B
con una longitud fija de 19um y el axon A de longitud variable. En los extremos
distales del axon A y el axon B se encuentran los botones A y B respectivamente. El
boton B tiene una longitud de 6um y el boton A 5um, ambos con un didmetro de

4)sm. Excepto los botones A v B, todas la secciones tienen 1pm de didmetro.
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En este caso se simula la estimulacion del axon P en su extremo proximal con un
estimulo de corriente de TnA durante 0.1ms y el correspondiente registro de potencial
intracelular en los botones A y B. Como se puede ver a la izquierda de la Figura 3.2,
cada caso corresponde a diferentes longitudes del axon A (CASO-1:2.5um , CASO-2:
6,5pm, CASO-3: 10,5um y CASO-4: 25 5um).

Las caracteristicas bioffsicas de esta estructura se pueden ver en la tabla 3.2. En
este caso solo hemos usado conductancias clasicas (HH) para mostrar que el feno-
meno de conduccion fallida no requiere, necesariamente, de cualquier otro tipo de

conductancias para manifestarse.

Mecanismo [ gnabar_hh | gkbar_hh [ ¢, [ ry, | Ra [ T']
HHyP | 012 [ 0036 [ 1 [10°] 65 22|

Tabla 3.2: Parametros biofisicos de la estructura neuronal de la Figura 3.2.
En esta tabla se observan pardmetros biofisicos de la Figura 3.2: conductancia
méxima de sodio (gnabar _hh), de potasio (gkbar_hh), ambas al estilo Hodgkin
v Huxley. Pardmetros pasivos como capacitancia (e, ), resistencia de membrana,
(rm) y resistencia axial (Ra) y la temperatura (7).
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hoton A

boton B 4
CASO 4 \J\, long_A
long_A = 25.5um long_B = 19um
CASO 3 SN e T
long_A=10.5um long_B = 19um
axon B axon A
CASO 2 A, — N\
long_A=65um long B= 19um
100um
CASO 1 JX{
long_A=25pm long_B = 19um
axon A axon B
{ S—estim.

axon P

Figura 3.2: Casos de conduccién fallida

A la derecha se muestra una estructura formada por un axén (axon P) que se
ramifica en dos axones (axon A y axon B). A su vez el axon A y el axon B
terminan en los botones A y B respectivamente. A la izquierda, cuatro graficos
correspondientes a 4 casos correspondientes a 4 diferentes longitudes del axon
A (CASO 1: 2,5pm, CASO 2: 6,5um, CASO 3: 10,5um y CASO 4: 255um )
mientras las otras secciones permanecen con longitud constante. Observese los
casos 2 y 3 dado que para una longitud de ax6n A igual a 6,5um no se reg-
istra potencial de accién en el botén B, ademdés para una longitud de 10,5um
no se registra potencial de accién en ningun boton. Esto muestra que la propa-
gacién de un potencial de accién depende finalmente de la geometria y pequenias
diferencias en ésta son determinantes en que exista o no propagacién.

Al analizar los graficos del potencial intracelular en los botones A y B, llama la

29



atencion observar los casos 2 v 3 dado que para una longitud de axén A igual a
6,5um no se registra potencial de accién en el botén B, ademéas para una longitud
de 10,5um no se registra potencial de accién en ningun boton. Esto muestra que la
propagacién de un potencial de accién depende finalmente de la geometria local, y
pequetias diferencias en ésta son determinantes en que exista o no propagacion en

algunas de las colaterales (Luscher y Shiner, 1990).

La Figura 3.2 ejemplifica un caso de transmisién fallida muy simple pero que tiene
gran importancia conceptual para nuestro provecto va que cada paintbrush tiene

docenas de bifurcaciones donde podria darse el fenémeno de transmisién fallida.

3.3. Canales de potasio al estilo HH y Kv3.1; sus diferentes

efectos.

Ahora, nuestra tarea principal es encontrar que conductancias ionicas tienen las
neuronas del Ipc y su axén. Como se ha dicho en la introduccién, las neuronas de
vertebrados no son el axén de Jibia; es decir tienen otras conductancias ademas de

gNa Y gk tipo Hodgkin y Huxley {Bean, 2007).

Un elemento esencial para saber que combinacién de conductancias deben tener las
neuronas del Ipc lo constituyen los registros cuasi-intracelular de Ipc (ver Figura

3.3).
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Figura 3.3: Registros cuasi-intracelulares de Ipe.
A: Réfagas ; B: Estructura de una réfaga registrada en Ipc. Notese el
pequeno intervalo entre los potenciales de accidn, lo que da una tasa
de descarga aproximada de 1 espigas/ms ademés de la duracion de
0,2ms a 0,7ms de cada espiga.

En la Figura 3.3 se ven las siguientes caracteristicas:

» Un pequenisimo intervalo de tiempo (1,1ms a 1,5ms) entre espigas (IST) (Figura
3.3 B)

» La duracién de cada espiga varia de 0,.2ms a 0,7ms (Figura 3.3B).

= La existencia de rifagas con distinto nimero de potenciales de accion(Figura

3.3 A).

Por lo anterior debemos encontrar los tipos de conductancia a través de las cuales se

puedan lograr estas caracteristicas de disparo en [pe.
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Conductancias solo del tipo HH no son capaces de generar estos ISI tan pequefios.
Con valores razonables de gn.y gk no es posibles (ver Figura 3.4C y Figura 3.5C).
Pero si anadimos Kv3.1 se pueden lograr estas tasas de disparo de 1290 potenciales
de accién por segundo (ver Figura 3.4B) y de 890 potenciales de accién por segundo
(ver Figura 3.5B). Como se dijo en la introduccién, esto se debe a que las conductan-
cias Kvd.1 aumentan la permeabilidad al potasio durante la fase de repolarizacion y
se desactivan a —70mV. Por lo tato, las corrientes Kv3.1 aceleran la fase de repolar-
izacion haciendo que el potencial de accién sea mas delgado, y ademas, no contribuye

al aumento del periodo refractario.
Se simulan dos situaciones para estudiar el efecto de Kv3.1:
= Una estructura neuronal formada por un soma y un cuello axonal (hillock) (ver
Figura 3.4)
= Una estructura neuronal formada por un soma, un hillock y un largo axon sin

mielina de 2500pm de longitud (ver Figura 3.5).

Como vemos, la presencia de Kv3.1 es esencial para generar altas tasas de disparo.
Observese que al introducir la conductancia Kv3.1 estamos remplazando la conduc-

tancia clasica de potasio (al estilo HI) y no adicionamos més conductancia.
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Sin Kv3.1

C gna_max = 4 S/cm"2
gk_max = 1.6 S/cm*2
gkv31_max =0 S/cm*2
gl_max = 0.0003 S/cm*2
gpas =0.0001 S/cm”2

I 1 | | I 1
0 S 10 15 20 25
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Figura 3.4: Influencia de canales de potasio al estilo HH y Kv3.1 en la tasa de disparo de una
estructura neuronal formada por un soma y un cuello axonal.

En la parte superior de esta Figura observamos un cuerpo neuronal simplificado formado por un
cuello axonal (hillock) y un soma. El extremo proximal del soma se estimula con un pulso de
corriente de 15nA y 10ms de duracién. En C observamos la respuesta de esta estructura artificial
cuande solo se usan las conductancias clasicas de Hodgkin y Huxley, ademas se puede ver que solo
al comienzo del estimulo se genera un potencial de accién. Después solo se generan oscilaciones
subumbrales con un maximo de —17mV. En B se ha remplazado el 94 % de la conductancia clasica
HH de potasio por una de potasio Kv3,1. Como se puede observar, ahora si hay propagacién
de potenciales de accién. Las conductancias de membrana se muestran a la derecha de la figura:
gna_mdz: Conductancia de sodio méxima al estilo HH (en S/em?); gk_mdx: Conductancia de
potasio maxima al estilo HH(en S/em?); gkv31_mdz: Conductancia de potasio méxima debidad
a los canales kv3.1(en S/cm?); gl_mdx: Conductancia maxima de fuga al estilo HH (en S/cm?):
gpas: Conductancia pasiva de la membrana(en S/cm?).
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Figura 3.5: Influencia de la conductancia Kv3.1 en una estructura neuronal formada por un soma,
un cuello axonal y un largo axon.

En A observamos un cuerpo neuronal que en forma similar a la de la Figura 3.4A esta formado
por un cuello axonal (hillock) y un soma pero adicionalmente tiene un axén (axonp) de 2500um de
longitud. El extremo proximal del soma se estimula con un pulso de corriente de 15n.4 y 10ms de
duraciéon. En C observa la respuesta de esta estructura artificial cuando solo se usan las conductan-
cias clasicas de Hodgkin y Huxley y la propagacion de 2 potenciales de accién luego de los cuales
no se observa ninguna variacion apreciable del potencial de membrana. En B se ha remplazado
el 94% de la conductancia clasica HH de potasio por una Kv.1. Como se puede observar, ahora
si hay propagacion de potenciales de accion v a una tasa de disparo de casi 900 espigas/s. Las
conductancias de membrana se muestran a la derecha de cada figura: gna_mdz: Conductancia de
sodio maxima al estilo HH (en S/cm?); gk_mdz: Conductancia de potasio méxima al estilo HH (en
S/em?); gkv3l_mazx: Conductancia de potasio maxima debidad a los canales Kv3.1 (en Sfem?):

gl-mdx: Conductancia méxima de fuga al estilo HH (en S/em?); gpas: Conductancia pasiva de la
membrana {en 5/cm?).
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Esta simulacién, donde se compar6 los efectos de la conductancia Kv3.1, es impor-
tante ya que las tasas de descargas en el axon de neuronas [pc es alta (~ 600Hz). De
todos modos, las Figuras 3.4 v 3.5 nos muestra un hecho crucial para nuestra sim-
ulacién: Se deben incorporar las conductancias Kv9.1 para poder alcanzar las tasas
de disparo observadas en los axones de Ipc (ver Figura 3.3). Ademaés esto se apoya
en resultados neuroanatémicos que usando tecnicas inmunohistoquimicas detectaron
Kuv8.1 en el nticleo Ipc (Wang y col., 2006). Por lo tanto, nuestras simulaciones van a
tener el siguiente patrén de conductancias (ver Tabla 3.3), obtenido a través de una
busqueda heuristica en el espacio de fase de las conductancias. Nuestra simulacién
no puede ser exhaustiva va que cada simulacién tardaba 10 minutos. Por ello solo

exploramos ciertos puntos, no decenas de miles.

| Mecanismos \ INa.Max \HH) | g5 arae. (HH) Gpas. 9K Max. (Kv3,1) l Ra I Cm ‘
soma HH,P y Kv3,1 0,1 0,02 1,101 0,03 40 1
hillock HIP y Ku3,1 3,75 0,65 1,10—% 0,2 40 1
nodos HH,P y Kv3,1 5 1 1,10—* 0,3 40 1
botones HH,P y Kv3.1 1,25 0,4 1,10~# 0,05 40 1
Mielina P 0 0 1,107° 0 40 | 0,01
Paintbrush | HH,P y Kv3,1 3,3 0,2 1,10—4 0,05 40 1

Tabla 3.3: Conductancias y propiedades pasivas propuesta para modelo de neurona fpe

3.4. Propagacion de un potencial de accién en un modelo de

neurona del itsmo parvocelular (ver Figura 3.8).

Ahora ya estamos listos para presentar la simulacién definitiva, pero antes se debe
llamar la atencién a tres facetas que se refieren a lo que se podria llamar artesanias

de como hacer simulaciones apegadas lo mayormente posible al mundo real.



3.4.1. Maétodo del electrodo virtual.

Para la realizacion de registros electrofisiologicos intratectales se emplea comunmente
un microelectrodo metalico en forma de cono circular recto, de radio de la base
Sum y altura 15um, de manera que ¢l valor medido es realmente el promedio de los
valores correspondientes a todos los puntos de la superficie lateral del microelectrodo.
Esta superficie es la que estd en contacto con el medio extracelular y por lo tanto
el voltaje registrado por el microelectrodo es el promedio visto por esta superficie
metélica. Ademas hay que hacer notar que en esta superficie ocurren fenomenos de
superficies por lo que no todas las frecuencias son registradas de igual manera; las
frecuencias muy bajas (bajo 10Hz) no pasan (debido a la interface metal-liquido),
asi los microelectrodes de metal sirven para registrar los potenciales de accién pero

no los potenciales de membrana.

Con el propésito de simular un electrodo de dimensiones reales se disendé en ésta
tesis un programa que calcula el promedio del potencial extracelular en 41 puntos
alealatorios de la superficie de un cono circular recto con base de radio 5um y altura
15pum. El punto de medicién es el vertice y segtin sus coordenadas, el programa
disefiado genera 40 puntos més al azar de la superficie, para por tltimo calcular el
promedio del potencial extracelular de éstos puntos. Al anterior método se le llamé
“método del electrodo virtual” (ver Figura 3.6). En todo caso, la diferencia entre el
método del “electrodo virtual” y la simple lectura en un punto, no es muy relevante

(3.6B) pero era necesario comprobar este punto antes de proseguir.
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Figura 3.6: Diferencia entre medidas de potencial extracelular simu-
lado con v sin electrodo virtual. Observese que la diferencia es solo de
unos pocos pV.

3.4.2. Correccién de error numeérico para valores de la distancia al axon (variable d

- ver ecuacitn 2.4) muy pequenios.

Tambien debemos confrontar un problema tecnico de las simulaciones; observemos
que dada la densidad de axones secundarios en un paintbrush, al definir los puntos
extracelulares en los cuales se medira el voltaje, es muy probable que la distancia
entre ese punto y alguna rama sea muy pequefia ( 1pm). Las distancias muy pequenas
generan graves problemas en la simulacién, ya que introduce una singularidad que
hace que el potencial sea muy grande o indeterminado (ver Ecuaciénes 2.5). Esto
es un problema de muchas simulaciones, pero puede ser resuelto buscando un valor
aproximando de la ecuacion (2.4) para los casos en que r sea muy pequenio (d,h =

1pm). De esta forma, para r muy pequenos usaremos la siguiente formula:
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3.4.3. Respuesta de frecuencia del sistema de registro.

En las simulaciones usando NEURON hemos definido un At = 10us este intervalo
es el necesario para tener buena resolucién temporal en al solucién de las ecuaciones
diferenciales en NEURON. Segiin la interpretacion simple del teorema del muestro
(Nyquist, 1928) nuestras senales simuladas deben entonces tener componentes de
frecuencia en el rango [0,50kH z] pero en los sistemas de registro (por razones que
tienen que ver con el ruido eléctrico, la capacidad de las tarjetas de adquisicién de
datos, ..) la sefial del microlectrodo se pasa por un filtro pasa-banda en el rango
[300, 5000] H z. Por lo tanto para que nuestras simulaciones reflejen lo que realmente
entrega el sistema de registro hay que hacer, al final, un procesamiento extra el
cual consiste en implementar un simple filtro numérico que hace pasar la sefial (con
contenidos de frecuencia de [0,50kfz] ) por un filtro pasa-banda numérico (muy

simple) en el rango [300H z, 5000/ z]. Para hacer esto se hacen los siguientes pasos:

» se calcula la transformada de Fourier compleja

» los componentes de frecuencia (0 z, 300/ 2) v (50004 z, 50000H z) se llevan a

cero

» se calcula la transformada de fourier inversa obteniendo asi la sefial filtrada

(Figura 3.7)
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Figura 3.7: Potencial extracelular debido a la propagacién de un potencial de
accion a través de un paintbrush.

A. Aqui se ohserva la sefial extracelular debida a la propagacién de un dnico
potencial de accién a través de un paintbrush sin ser filtrada, es decir, se simul6
un muestreo a 100000H z de frecuencia; B. En el laboratorio de neurobiologia
se realiza un filtro pasabanda a las sefiales medidas entre 300H z y 5000H z, es
por ello que se presenta la sefal filtrada.

3.4.4. Modelo simple de neurona Ipc

Dado que en esta tesis no se pudo contar con una reconstruccion real de una neurona
Ipc en tres dimensiones, se hizo un modelo simplificado (ver Figura 3.8) basado en
datos obtenidos de neuronas Ipc reales (Wang y col., 2006; Luksch, 2003) (observar
Figura 3.8). Este consta con 205 secciones v 733 segmentos de linea, lo cual puede
parccer muy alto pero en realidad es una fraccién menor de la complejidad real.

Ademas, el axon principal de 2500um se modelo compuesto por segmentos mielinados
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de 100um v nodos de 1pum de longitud.

e e e P m e e - =

Figura 3.8: Modelo virtual de neurona Ipc.
Fn A, una neurona Ipe y en B su correspondiente
paintbrush.

3.4.5. Propagacién de un potencial de accién a través de una neurona de Ipe.

Ahora ya tenemos los pasos necesarios para comenzar a hacer simulaciones complejas.

La Figura 3.7 muestra el potencial extracelular (¢.) en un punto externo de este
modelo simplificado de paintbrush (ver parte superior) virtual (punto negro) (cor-

respondiente a la capa 5 del tectum 6ptico en una paintbrush real) debido a la
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propagacién de un solo potencial de accidn en el painbrush. Observese la compleja
estructural temporal con varios maximos y minimos. Como hemos visto la expli-
cacién para esta forma es la propagacién con velocidades distintas en las multiples
ramas axonales. En este griafico hemos mostrado el dato numérico arriba del dato
filtrado para que se aprecien las deformaciones que generan el inevitable proceso de

filtrado. Especial atencién debe ponerese en:

1. como se suavizan las transiciones bruscas en un 50 % aproximadamente.

2. como disminuye la amplitud de los distintos componentes. Se paso de un voltaje

pico a pico de 562V a 293uV.

3.5. Propagacién de trenes rafagas a través de una neurona
Ipc.

Ahora ya estamos en condiciones de simular la propagacion de trenes de rafagas en

una paintbrush. En la Figura 3.9B se muestra el potencial extracelular (una vez que

se uso el electrodo virtual y el filtrado numérico) debido a la propagaciéon de cinco

trenes de potenciales de accién a través de la neurona Ipc simulada (Figura 3.94) .
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Figura 3.9: Simulacién de tren de rafagas intracelular que estimula una
paintbrush y su correspondiente potencial extracelular extracelular.
A. Simulacién de rafagas de potencial de accién intracelular propa-
gandose por el axon principal de una neurona [pe. B. Potencial Ex-
tracelular debido a la propagacion de un tren de réfagas a través de
una paintbrush. Las espigas individuales, aunque variables, presen-
tan la forma clasica (trifasica) (ver Figura 2.5) de los potenciales de
accién vistos por electrodos extracelulares.
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A simple vista, este resultado (Figura 3.9B) parece tener muchas caracteristicas de
los trenes de espigas reales, pero con un analisis y observacion mas detallada revela

diferencias importantes con los registros reales (ver las ampliaciones temporales en

la Figura 3.10):
« Amplitud. La amplitud maxima es menor que 350uV

s Falta de modulacién gaussiana en los trenes de espigas.

» [Espigas elementales atn individualizables. En cambio las espigas producidas
en esta simulacion, aunque de amplitud variables, presentan la forma clasica
(trifasica o bifasica) de los potenciales de accién vistos por electrodos extracelu-

lares (ver Figura 2.5 y 3.10).
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Figura 3.10: Amplificacién temporal de rafagas de potencial extracelular de la Figura 3.9 B.
Observese que los potenciales de accién (espigas), son distinguibles v presentan el perfil candnico
bifasico/trifasico.
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3.6. Propagacion de trenes de rafagas por un grupo de neu-

ronas de Ipc.

Como se dijo en la introduccién las caracteriscticas de las respuestas extracelulares

(aparentemente) producidas por los paintbrush son:

1. Una amplitud del orden de 4004V a 1000uV, esta amplitud es muy superior a

la amplitud normal de los potenciales extracelulares que es de 50uV a 150V
2. Un perfil temporal extremadamente variable que nunca se repite

3. Un perfil que parece estar modulado en amplitud por una gausiana mientras

dure la rafaga.

4. La presencia, en cada rafaga, de muchos maximos y minimos que pueden estar

separados por tiempos muy cortos que van desde 0,5ms a 2ms.

En las secciones anteriores hemos mostrado como nuestras simulaciones, que solo
consideran un paintbrush, explican algunas de estas caracteristicas. Por ejemplo la
inusual amplitud, o el complejo perfil de cada rafaga. Pero una caracteristica que no
hemos simulado es la modulacién gaussiana que parecen sufrir (muchas veces) estas
rafagas. Para tratar de simular esta caracteristica vamos a cambiar sustancialmente
nuestra filosofia de simulacion ¥ vamos a considerar un grupo de neuronas Ipc en
cercania espacial (Figura 3.11), es decir, vamos a suponer que lo registrado corre-
sponde a la co-activacién cuasi-simultanea de un grupo local de neuronas Ipc que
proyectan en forma retinotépica hacia el tectum 6ptico. Nuestro primer paso es con-
siderar como se ve el potencial extracelular en la zona correspondiente al paitbrush
central (N1 en la Figura 3.12) cuando los distintos axones son excitados por trenes
de rafagas similares pero no idénticos en cuanto al nimero de espigas como el tiempo

al cudl ocurren.
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Figura 3.11: Grupo de Paintbrush vis-
tos desde arriba

La Figura 3.12 muestra un ejemplo de esta activacién para un grupo de 7 painbrush.
Cada axo6n conduce un tren de rafagas que le es propio. La cantidad de potenciales de
accion como el intervalo entre ellos son variables aleatorias pero que estan centradas
en el hecho (descrito empiricamente por los registros hechos en el laboratorio) de
que cada axon conduce trenes de potenciales de accion (3-6) a una alta frecuencia
ingtantanea (600H z) (Marin y col., 2005). Al simular esta situacion produciendo 5
rafagas distintas, como se puede apreciar en las Figuras 3.12y 3.13, el perfil temporal
(Senal Filtrada) obtenido tiene caracteristcias similares a las reales. Con el proposito
de realizar una mejor observacion del resultado (Sefial Filtrada en la Figura 3.12),

se realizé un grafico amplificado de éste similar a la Figura 3.10 (Figura 3.13).
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Figura 3.12: Simulacién de tren de rafagas de potencial extracelular producidos por la
superposicion de sefiales generadas en forma individual por cada paintbrush.

En esta figura se muestra las sefiales extracelulares individuales generadas cuando varias
neuronas del itsmo parvocelular se estimulan de manera diferente generando por ende
trenes de rafagas distintos. Se observa ademaés el resultado de la superposicién de estas
sefiales medida en un punto central (Neurona 1), sin filtrar y filtrada con un filtro pasa-
banda entre 300Hz y 5000H z. Los siete circulos agrupados a la derecha representan a 7
paintbrush vistas desde arriba.
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Figura 3.13: Amplificacién de rafagas de potencial extracelular simulado de la Figura 3.12(Sefial
Filtrada).

Observese los potenciales de accion elementales de la Figura 3.13, presentan un grado de deformacion
que no existe en el caso de la Figura 3.10.




3.6.1. Analisis del perfil real y simulado de cada rafaga.

Una buena forma de comparar las respuestas simuladas con las reales; es a partir
de la forma como se distribuye la magnitud de sus amplitudes respecto del valor

maximo (Energia Relativa) a través del tiempo de duracion.
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Figura 3.14: Perfiles de rafagas de potenciales de accién extracelular simulados y reales respecto
del pico de maxima amplitud.

Perfil Real: En la parte superior podemos ver el perfil general de trenes de potenciales de accién
medidos en la capa 5 del tectum éptico. Este fue realizado a partir de 15 trenes medidos. Perfil
Simulado: En la parte inferior vemos el perfil simulado realizado a partir de 5 trenes de potenciales
extracelulares.

En la parte superior de la Figura 3.14 (Perfil Real) podemos ver que rafagas reales
observados en el tectum éptico muestran una modulacién gaussiana antes (valores
negativos de tiempo) y después (valores positivos de tiempo) de alcanzar su valor
méximo v que se distribuye en forma casi simétrica a través de un intervalo de tiempo

aproximado de 16ms.

Como se puede observar en la parte inferior de la Figura 3.14 (Perfil Simulado), el
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perfil simulado presenta una distribucién similar (gaussiana) a la real, aproximada-

mente en el mismo intervalo de tiempo.

Un aspecto muy importante que hace su aporte a la diferencia entre los dos perfiles
(real y simulado) es el nimero de muestras {trenes) usados para su realizaciéon. Para
la realizacion del perfil real se emplearon 15 trenes de espigas, mientras que para el

real solo se emplearon los 5 trenes simulados.

El resultado plasmado en la Figura 3.14 muestra lo cercano que se encuentra cl
modelo aqui simulado de neurona del Ipc con el modelo real.
3.6.2. Analisis de espectros de frecuencia.

Otra técnica para comparar sefiales neuronales es comparar sus espectros de frecuen-

cias.

1.0 4
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0.8 — Real

06—
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Energia Relativa

0.2 —

0.0 -

Tt T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000Hz
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Figura 3.15: Espectros de frecuencia de rafagas de potencial de accién extracelu-
lar simulado y real.

La linea azul representa el espectro de frecuencia generado a partir de 15 trenes
de potencial extracelular medidos en la capa 5 del tectum dptico. La linea
negra corresponde al espectro de frecuancia debido a la simulacién de 5 trenes
de potenciales de accion extracelular en la misma capa del tectum.

En la Figura 3.15 se observan, el espectro de frecuencia de rafagas reales reales (traza

azul) y simuladas (traza negra).
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Es importante resaltar que ambos espectros muestran un pico maximo en el mismo
intervalo de frecuencia (entre 1500Hz y 2500H z). Tambien se observa una gran

similitud en la distribucién para valores mayores que ¢stos hasta 50004 z.

Otra aspecto del espectro de frecuencias que reproduce el modelo es el intervalo
de frecuencias reales (desde 0Hz hasta 6000Hz). No obstante para frecuencias ba-
jas (menores a 1500/ z) el modelo no es tan preciso, posiblemente, por valores de

conductancias Kv3,1 (que son las que dan paso al rapido espigueo) mayores a la real.

3.6.3. Simulacién de medicion de potenciales extracelulares en cuatro puntos difer-

entes alrededor de la neurona central (N1).

Otra caracteristica importante de las respuestas reales es la relativa invariancia en
el perfil de potencial extracelular cuando se registran en lugares cercanos usando
tetrodos. La Figura 3.16 muestra, para la situacién de varias neuronas Ipc, como se
ve el perfil en varios lugares separados por 50pm v 25um. Se pueden apreciar que
los perfiles son muy similares. Este resultado explica porque los registros hechos con

la tecnologia de los tetrodos no sirven para separar espigas en el tectum.
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Figura 3.16: Comparacion de rafagas simuladas en cuatro puntos diferentes de un grupo
de paintbrush.

Observese que las diferencias son muy pequefias, hasta el punto que parece ser una misma
sefial superpuesta.

3.6.4. Analisis de la polaridad en las rafagas de potencial extracelular

En la Figura 3.17, vemos la sobreimposicion de rafagas correspondientes a un registro

real (3.17A) v los registros simulados en las Figuras 3.10 y 3.13 (3.17 By C).

En un registro real (3.17A) se observa la tendencia de rafagas reales a la bipolaridad

, es decir, a que la distribucién de las amplitudes de picos positivos y negativos sea
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la misma. Lo mismo se observa en los registros simulados en esta tesis (ver Figura
3.17B), los cuales se generan asumiendo que dichas senales son el resultado de la
superposicién de potenciales extracelulares generados por un grupo de 7 neuronas

Ipc (ver Figura 3.11).

Potencial Extracelular (pV)

Potencial Extracelular {pVv)

tiempo (ms)

Polencial Extracelular (pV)

tiempo {ms)

Figura 3.17: Bipolaridad en Rafagas
En este grafico se sobreimpusieron las trazas de varias rafagas con
el propésito de ver la tendencia a valores positivos y negativos de:
A. Rafagas de potencial extracelular debido a Registros reales; B.
Rafagas de potencial extracelular simulado debido a 7 neuronas Ipc
(tomadas de la Figura 3.13); C. Rafagas de potencial extracelular
simulado debido a una nica neurona Ipc (Tomadas de la Figura 3.10).

En la Figura 3.17C muestra la sobreimposicién de trazas de rafagas (rifagas de
la figura 3.10) de potencial extracelular generados por una neurona Ipec. Aqui se

observa la tendencia de las amplitudes de picos negativos a ser mucho mayores (1,35
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veces) que los positivos, 1o cual es una caracteristica observada en la forma clasica

de potenciales de accién extracelulares individuales (ver Figura 2.5).

La Figura 3.17 muestra claramente que la senal observada al realizar registros en el
tectum 6ptico (Marin y col., 2005) es el resultado de la co-activacién de un grupo de
neuronas Ipc, es decir, una vez activadas varias neuronas, las rafagas de potenciales
de accién extracelulares generadas en forma individual por cada una de ellas se
superponen dando lugar a la forma observada en los registros (ver Figuras 3.12 y

3.13)



3.6.5. Velocidad de conduccién de un paintbrush a partir de la simulacién de po-

tenciales extracelulares generados por un grupo de neuronas Ipc.

tiempo (ms)

Figura 3.18: Medida de velocidad media de conduccién de rafagas en un
grupo de paintbrush.

Este grafico muestra la simulacién de un tren de potenciales de accién
en diferentes puntos de medio extracelular de un paintbrush. De esta for-
ma se puede obtener aproximadamente la velocidad de propagacién de un
paintbrush, v = 3m/s.

Con el propoésito de determinar que tanto describe este modelo computacional neu-
ronal de Ipc a la situacién real, ademdas de los topicos anteriores (ver secciones
1.6.1, 1.6.2 y 1.6.3 de esta tesis), es necesario comparar la velocidad de propa-
gacion promedio simulada con la medida debido a una neurona real. En este caso
simulamos el registro del potencial extracelular debido a la activacién de un grupo

de 7 paintbrush (ver Figura 3.11), en 10 diferentes puntos del medio extracelular a
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distintas profundidades del tectum (ver Figura 3.18). A partir de esto se encontré

una velocidad promedio v & 3m/s.

La determinacién empirica de estas velocidades es de v = 1m/s (Letelier, comuni-
cacion personal). Al comparar estos dos valores se observa que tienen el mismo orden
magnitud, lo cudl indica que este modelo describe en forma adecuada la realidad.
Pero la diferencia entre las dos velocidades (real y simulada) de un 300%, se debe
posiblemente, 1) a que el valor simulado de la resistencia axial (Ra = 40Qcm) es
menor que el real, que la resistencia de membrana (7, = 1/gpas.. ver Tabla 3.3) es
mayor que la real o que la conductancia del medio extracelular es méis baja que la

real. 2) El modelo de neurona Ipc tiene menor arborizacién axonal que el real.



Capitulo 4

Discusion

Esta tesis presenta dos resultados importantes:
» Genera los métodos y procedimientos para calcular el potencial extracelular ( ¢.)
en geometrias complejas.

» Modela, usando los métodos generados, como se produce la respuesta tectal
més ubicua usando un modelo simple que tiene en cuenta lo que se sabe de las

neuronas [pc.

Primero analizaremos los aspectos relacionados con el calculo del potencial extracelu-

lar.

4.1. Calculo de potencial extracelular.

Desde los tiempos de Rafael Lorente de N6, se sabe que la forma del potencial
extracelular es la derivada temporal del potencial de membrana si se registra cerca

de la porcidn activa de membrana.

En la altima década este resultado fué extendido para predecir el potencial extracelu-

lar cerca del soma de neuronas y de algunas de sus dendritas y axén (Holt y Koch,
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1999; Blinder y col., 2001; Koch, 2006; Gold y col., 2007). En esta tesis hemos ex-
tendido estos métodos para considerar complejas ramificaciones axonales. Como se
explicé en la seccion de métodos, el paso esencial de los métodos es poder calcular el
potencial eléctrico (¢.) en un punto cualquiera del espacio debido a la contribucién
de corrientes de muchos (i.e. cientos) segmentos de axén. Tal vez hay que reconocer
que el problema, en su teoria mas profunda, es basico, pero lo que lo hace complejo
es cuando se toma en cuenta los muchos detalles que éstas simulaciones demandan

para ser exitosas.

Nuestros métodos permiten calcular el potencial extracelular, no solo en geometrias
complejas sino también cuando las propiedades biofisicas (conductancias) cambien

en cada porcién del axén.

Aunque no fué posible hacer simulaciones con reconstrucciones reales de axones
paintbrush, la plataforma generada en esta tesis permitira hacerlas desde el momento
en que dichas reconstrucciones en tres dimensiones esten accesibles en el laboratorio

de neurobiologfa.

4.2. Aspectos computacionales.

Dado que esta tesis servird como punto de partida para futuras simulaciones es

importante destacar los aspectos computacionales de nuestro método.

Se ha logrado que todos los pasos de la simulacion se ejecuten en ambiente NIEU-
RON, es decir, se realizaron varios programas (ver Anexos) que ejecutan las acciones

descritas a continuacion:

1. Simular la geometria de una neurona Ipc. Basado en resultados de neurcanato-
mia del tectum, se realizé un codigo que genera una aproximaciéon a la ge-

ometria real (en tres dimensiones) de una neurona Ipe con su correspondiente
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paintbrush. No obstante, esta no es completa dado que la neurona real tiene mas

sccciones neuronales como botones sindpticos y ramas colaterales (ver Anexo 2).

. El metodo empleado para calcular ¢l potencial extracelular demanda que todas
las secciones neuronales se dividan en segmentos rectos (segmentos de linea). Es
por esto que se cred un programa que toma la geometria previamente disefiada

y la subdivide en segmentos de linea del tamafio que se desee. (ver Anexo 3).

. El algoritmo a partir del cudl se generan los graficos de potencial extracelular
requiere valores de corriente producidas por cada segmento de linea. Por lo cual
es importante llevar una contabilidad precisa de los muchos archivos intermedios
que se generan. Por ejemplo, para simular la co-activacion de 7 neuronas I'pc se

requiere administrar 98000 archivos distintos (ver Anexo 7).

4. Para generar los archivos del item anterior (archivos de datos de corriente),
se hace necesario un codigo computacional muy eficiente. Para esto se requirid
adicionar al codigo raiz (ver Anexo 7) 15393 lineas de codigo complementario
(ver Anexo 6) que por su magnitud no resultaba facil. Es por esto que se realizé
un programa (ver anexo 5) que genera automaAticamente estas miles de lineas

complementarias.

. Dado que el software NEURON no tiene dentro de sus funciones el generar
calculos y graficos de potenciales extracelulares, se hizo un programa en codigo
hoc que lee los valores de corriente en los archivos de texto y con esta infor-
macion calcula v grafica el potencial extracelular en cualquier punto del medio

extracelular virtual (ver Anexo 8).

. Simular un microelectrodo metélico en forma de cono circular recto. Para la
realizacion de registros en el tectum, es comin usar un microelectrodo metélico
en forma de cono circular recto con radio de base 5Sum y altura 15um. Bus-

cando simular un registro real, se realizé un electrodo virtual con dimensiones



reales, es decir, se realizd una simulacién que genera 40 puntos aleatorios en la
superficie del microelectrodo virtual a partir de un punto vértice determinado,
luego calcula el potencial extracelular en cada punto para por tltimo calcular

el promedio (ver Anexo 4).

Por lo tanto, considero que al extender los métodos existentes para calcular el poten-
cial extracelular, esta tesis ha construido una plataforma habilitante para futuras
simulaciones, esto es, se generdé un andamiaje tal que si se tiene una reconstruc-
cién geometrica en tres dimensiones {tipo NEUROLUCIDA), una persona versada
en computacion puede adaptar facilmente los procedimientos generados aqui para
hacer futuras simulaciones. En la seccién de anexos hemos encapsulado el codigo en
6 item correspondientes a sus partes en el mismo orden de utilizacién al realizar las

simulaciones.

4.3. Simulaciéon de la respuesta tectal

Los resultados computacionales alcanzados son parte de los propoésitos de esta tesis.
Pero el resultado principal consiste en haber utilizado estos métodos para hacer una
simulacién de la respuesta de los paintbrush. Hay varios aspectos esenciales en las

simulaciones. A continuacién veremos algunas de ellas.

4.3.1. FEl rol de las conductancias Kv3.1

Como se menciond anteriormente en la introduccién y en los resultados, los prin-
cipales responsables de la alta tasa de descarga de las neuronas Ipc, son las con-
ductancias Kv3.1 Estas acortan el periodo refractario permitiendo que se produzcan
potenciales de accién de muy corta duracién (0,3ms a 1ms) (ver Figuras 1.3, 3.4 y

3.5).
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El tiempo entre espigas (de 0,5ms a 2ms) en las rifagas observadas en registros
reales de la capa 5 del tectum Optico, requiere la presencia de conductancias que
acorten el periodo refractario permitiendo un rapido espiguco como las Kv3.1. Estas
han sido encontradas en el nicleo Ipe, lo cual conlleva a pensar que posiblemente se
distribuyan a lo largo de toda la neurona (excepto en zonas mielinadas) en diferentes

proporciones (Wang y col., 2006).

En el modelo de neurona Ipc realizado en esta tesis se establecié hipoteticamente

una distribucién teniendo en cuenta dos aspectos:

L. La forma en que se distribuyen las conductancias clasicas de Hodgkin y Huxley
en un axon. Una gran densidad de canales de sodio y potasio en el cono axénico
(al que llamaremos en esta tesis hillock), una pequefia cantidad en el soma, una
densidad muy alta (mucho mayor que en el hillock) en los nodos v una cantidad
nula en las zonas mielinadas. Para el arbol axonal (paintbrush) de una neurona
Ipc, se supuso que la cantidad deberia ser como méaximo igual a la del hillock
(ver Tabla 3.3). Estrategias similares han sido usadas por otros autores haciendo

simulaciones en el hipocampo (Koch y col., 2006).

2. No solo es importante la proporcién en la que se distribuyen las conductancias
Kuv3.1 a través de todas las secciones neuronales (soma, hillock,ete...) de una
neurona /pc, sino tambien la cantidad. Debe existir una relacion entre la magni-
tud de Kv3.1 y la magnitud de las conductancias (gy.y gx) clasicas de Hodgkin
y Huxley de forma que permita la propagacion de potenciales de accion desde el
soma hasta zonas més distales. Ademads, estas (la magnitud de la conductancias
Kv3.1) deben establecerse de forma tal que en la simulacién se generen rafagas
virtuales con caracteristicas similares a las observadas en el tectum 6ptico, co-
mo tiempo entre espigas (de 0,5ms a 2rns) duracién de cada rafaga (de 5ms a

16ms) v amplitud promedio (600puV).
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4.3.2.

El rol de las conductancias al estilo Hodgking y Huxley

En cursos basicos de neurofisiologia, es comun entender el funcionamiento de una neu-

rona a partir de la teorfa de Hodgkin y Huxley. La cual muestra que la propagacién

de potenciales de accion debido, principalmente, a la existencia de conductancias

de sodio (gna = 0,125/em?) y potasio (gx = 0,0365/em?) en un axon de Jibia. Es

importante resaltar que un axon de Jibia funciona a 6,3%C.

Por otro lado, las aves funcionan a 40°C. A esta temperatura no se propagaria un

potencial de accién en un axon de Jibia debido a que la alta rapidez de apertura y

cierre de los canales de sodio (Plonsey y Barr, 2007; Hodgkin y Katz, 1949). En esta

tesis se aumentaron los valores de conductancias de sodio y potasio dependiendo del

lugar de la posicién en la neurona (ver tabla 3.3) de manera que se pudieran propagar

potenciales de accién a tan alta temperatura (402C).

4.3.3.

Resumen de conductancias propuestas para el modelo de neurona Ipc

En resumen, nosotros usamos la siguiente configuracién de conductancias para hacer

simulaciones:

[ Mecanismos | gva ez (HH) | 0k o (HH) | gpas. | g maa. (Kv3,1) | Ra I Cm _|

soma HH,P y Kv3,1 0,1 0,02 1,104 0,03 40 1
hillock HHP y Kv3,1 3,75 0,65 1,104 0,2 40 1
nodos HH,P y Kv3,1 5 1 1,104 0,3 40 1
botones HH.P y Kv3.1 1,25 0,4 1,104 0,05 40 1

Mielina P 0 0 1,107% 0 40 | 0,01
Paintbrush | HH,P y Kwv3,1 3.3 0,2 1,10~ 0,05 40 1
Tabla 4.1: Conductancias v propiedades pasivas propuesta para modelo de neurona Ipc

Consideramos este un resultado importante de esta tesis ya que por primera vez

damos el orden de magnitud de las conductancias en un modelo real del sistema

virtual de aves.
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4.3.4. La coactivacién de grupos de paintbrush

En el capitulo 2 de resultados se mostré que las seniales observadas en el tectum
durante los registros (Marin y col., 2005) es el resultado de la superposicién de
rafagas de potencial de accion extracelular debido a la co-activacién de un grupo de
paintbrush (ver Figura 3.12). Es decir, la sefial extracelular observada durante los
registros, no es el resultado de la activacion de una sola neurona Ipe y por ende de

una sola paintbrush. Esto se explica observando en la Figura 3.10:

1. No se observa modulacién gaussiana en las caracteristicas de las rafagas.

2. Los potenciales de accién que forman cada rafaga son facilmente individualiz-
ables. En estos se observa la forma clasica trifasica (ver Figura 2.5), lo cual
muestra que existe poca superposicién entre estos. Por otro lado, en registros

reales (Marin y col., 2005) se observa mucha superposicion.

3. La amplitud promedio de cada rafaga es menor 350uV

Estas observaciones son reforzadas por la Figura 3.17C. Aqui se superponen las rafa-
gas simuladas generadas por una neurona /pe, permitiendo observar que la magnitud
de la amplitud de las espigas negativas son mayores en promedio a la de las espigas
positivas; lo cual difiere de lo observado en registros reales (ver Figura 3.17A) donde
se observan magnitudes relativamente distribuidas de la misma forma. Por lo tanto,
al comparar las Figuras 3.17A, B y C, se ve claramente la similitud de los registros
simulados (3.17B) debido a un grupo de 7 neuronas Ipe (ver Figura 3.11) con los

registros reales (ver Figura 3.17A).

4.3.5. ;Como aparece una modulacién gaussiana?

La modulacién gaussiana de cada rafaga en la Figura 3.12 (Senal Filtrada) se debe a

que las sefales que se superponen (rafagas generadas por cada neurona Ipc) tienen
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las siguientes caracteristicas:

» Diferente nimero de espigas con amplitudes diferentes. Tanto el nimero de

espigas como el valor de su amplitud fueron simuladas en forma aleatoria.

= Pequetios desfases aleatorios en el tiempo entre 0 y 1,6ms .

0 -0

]
N
DlD

Figura 4.1: Distribucién aleatoria de ob-
jetos en un espacio unidimensional.
Observese que la envolvente de la pila
de objetos tiende a ser una curva gaus-
siana.

Si se apilan sobre una linea y de manera aleatoria un grupo de muchisimos objetos
(ver Figura 4.1), obtendriamos una figura con envolvente gaussiana. En esta tesis,
en lugar de un ntmero finito de objetos, tenemos un ntimero finito de espigas (la
suma, de todas las espigas de las rafagas) con diferentes amplitudes que se ubican en
un intervalo de tiempo finito de 1,6ms (en lugar de un espacio) de manera aleatoria.
Por lo tanto, este modelo probabilistico tan simple explica el perfil gaussiano de las

rafagas (ver Figuras 3.14,3.17,3.12y 3.13)

4.3.6. Frecuencia y perfil de las rafagas

El espectro de frecuencia (ver Figura 3.15) y la amplitud promedio de las rafagas

(600uV) depende de las conductancias de membrana de las neuronas Ipc (); debido
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a esto, una vez obtenida una sefial simulada similar a la real {ver Figura 3.12 y
3.13), se realizé su espectro de frecuecia y por ultimo se comparo con registros de la
capa b del tectum (3.15). Al respecto se encontrd que el espectro de frecuencia real
se amolda muy bien para frecuencias de 1500/ 2 a 6000H 2. Un pequefio intervalo
inicial (de 0Hz a 1500H z) muestra valores de energia relativa inferiores a los reales,
esto posiblemente se deba a la existencia de algtin tipo de conductancia que permita
disparos a bajas frecuencias y que se desconoce atun. Tambien hay que resaltar que
el espectro de frecuencias simulado cobija un intervalo de frecuencias igual al real.
Por lo tanto, no obstante de no ser igual (el espectro simulado en la Figura 3.15),

este espectro de frecuencia indica lo adecuado que resulta ser este modelo.

Lo anterior es reforzado al comparar el perfil de las rafagas (Figura 3.14) reales y
simuladas, que resultan muy similares a la derecha del méaximo (valores positivos de

tiempo). No sucede asi con el lado izquierdo.

Tambien es importante resaltar la casi total invariancia de la forma del potencial
extracelular cuando se registra en lugares cercanos (en un radio medio aproximado
de 37,5um), debido al gran aporte de cada neurona, lo cual conlleva a una poca
atenuacion espacial (ver Figuras 2.6 y 2.7). Esta caracteristica es reproducida cuando
se simulan registros en cuatro puntos ubicados alrededor de una neurona central (N1
en la Figura 3.16). Por lo tanto, nuestro modelo y nuestra simulacién explican porque

las sefiales de tetrodos en el tectum éptico no sirven para clasificar y separar espigas.
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Capitulo 5

Conclusiones

En este proyecto que consistié en simular la propagacion de trenes de rafagas de

potenciales de accién a través de paintbrush, podemos concluir:

1. El método de calculo numérico de potencial extracelular implementado en esta
tesis (ver Anexol) permite calcular valores similares a los observados en registros

reales.

2. Los programas realizados para simular la propagacion de trenes de rafagas a
través de una neurona Ipc y para graficar el potencial extracelular (ver Anexos
7 v 8), son una plataforma habilitante para futuras simulaciones con estructuras

neuronales de geometrias simples o complejas.

3. Proponemos un conjunto de posibles conductancias con una posible distribucién

neuronal ( Tabla 3.3) para las celulas Ipc y sus axones.

4. Los canales Kv3.1 parecen ser esenciales para la propagacion de rafagas de
potenciales con una frecuencia aproximada de 600H z y con periodos refractarios

muy pequenos.
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5. La senal observada al registrar en las capas superficiales del tectum, es el resul-
tado de la co-activacién de un grupo de paintbrush y por tanto la superposicion

de potenciales extracelulares producidos por varias paintbrush.

6. Las ecuaciones de Hodgkin y Huxley son ecuaciones diferenciales parciales y no
lineales. Esto hace que muchos razonamientos intuitivos sean falsos. Ejemplo de
esto lo podemos ver en la Figura 3.2 donde se observa el fenomeno de trans-
mision fallida. Otro ejemplo importante es el resultado de la Figura 5.1. En
ella se pueden distinguir tres trazos: El trazo en la mitad correponde a la sim-
ulacién principal de esta tesis, es decir, simulacién de la propagacion de trenes
de rafagas de potenciales de accién a través de un grupo de neurona Ipc con
caracteristicas biofisicas iguales a los de la Tabla 3.3. Los trazos de la parte
superior e inferior corresponden a el mismo grupo de neuronas Ipe con un 50 %
méas v un 50 % menos de conductancia Kv3.1. Observese que cuando aumen-
tamos o disminuimos esta densidad de conductancias, las rafagas deja de tener
una modulacién gaussiana, su amplitud promedio disminuye y los potenciales
de acciones se ven individualizables. Por lo tanto, la respuesta observada en los
registros de la capa 5 del tectum son el resultado, no solo de la superposicion
de las seflales producidas por cada paintbrus de un grupo activo, sino tambien
de la cantidad y distribucién de las conductancias Kv3.1 a lo largo de toda la

neurona.

7. El problema de determinar las conductancias presentes no es simple



«% mf 1 vwg m Jﬂlﬂ" S mas s Ko
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Figura 5.1: Comparacion de graficos de potencial extracelular debido a diferentes concen-
traciones de conductancias Kv3.1 en una neurona Ipe simulada.

Observese que cuando aumentamos (traza superior) o disminuimos (traza inferior) la
densidad de conductancias Kv4.1 en un 50% respecto de los valores de la Tabla 3.3
(traza central), las rafagas deja de tener una modulacién gaussiana, su amplitud promedio
disminuye y los potenciales de acciones se tarnan individualizables.
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Capitulo 6

Anexos

6.1. Anexo 1: Ecuaciones para el cilculo numérico del poten-

cial extracelular

Una parte importante de esta tesis es el proceso para calcular el potencial extracelu-
lar, el cuél se fundamenta en las ecuaciones (2.5) enmarcadas en el método LSA

{(Line Source Aproximation).

Partimos con las ecuaciones que definen el Campo Eléctrico, La Densidad de Corri-

ente generada a una distancia r de una fuente puntual y la Ley de Ohm:

[ =-V¢ (6.1)
— I

Ay (8:2)

J=oF (6.3)

Con éstas tres ecuaciones obtenemos:



I
42

I

dgr?

J=—oVp=—=i = Vo./ = P 7

La expresién VV.7 es por definicidén la derivada de V' en la direccion 7, por lo cuél

LR
dr 47TUT :

1 ¥ r
:,»/ dop = —f r2dr
a dra [

Resolviendo esta integral encontramos que

I 1
$= =

= 6.4
dror ( )

Esta ecuacién corresponde al potencial generado por una fuente puntual de corriente
I que para el propésito de esta tesis corresponde a un segmento infinitesimal {dx) de
axon (ver Figura 2.4).

Un axén de longitud L se puede considerar como un conjunto de fuentes puntuales

en linea recta (para el caso de un axén recto).

Considerando un conjunto de fuentes puntuales formando un segmento lineal de

longitud Az {un axén recto de longitud Az) (ver Figura 2.4)

Sea [ la corriente total de membrana de un segmento de axén de longitud Az, por
lo cudl, la corriente generada por una fuente de corriente de longitud infinitesimal

dz (aproximadamente puntual) es

I
—dx
YA .

Con esta expresion y la ecuacion (6.4), encontramos el potencial eléctrico debido a

una fuente de corriente de longitud dz



([/Az)dr 1

dra, T

de = (6.5)

Aquf hemos remplazado la conductividad ¢ por la conductividad del medio extracelu-

lar o. y el potencial ¢ por el potencial extracelular ¢.

Observando la Figura 2.4 vemos que: v = +/(h — )2 4+ d2. Con este resultado y a

partir de la ecuacion (6.5), nos queda para d > 0

1T dx
Cdnoe Ax \fTh—z) + &2

do. (6.6)

1 7 0 dz

TN V{h—x)?+d?

Esta integral se puede resolver facilmente realizando un cambio de variable, sea

:}»qbe

u=x—h=—du=dx

g, = 1 I /'“"" du
© dro.OAr [, VU2 + &2
En una buena tabla de integrales se puede encontrar
dx ;
R =ln‘aﬁ+\/:ﬁ2—3—a3‘ +e
Va2 + a?
Aplicando esta expresién a la ecuacién anterior obtenemos la ecuacion (2.4)

I ] Vvh? +d? —h
= n
Aro.As VI2+d2—1

O, ., parad >0

Dado qu el argumento del logaritmo natural debe ser positivo, debemos buscar 3

ecuaciones equivalentes para las diferentes combinaciones de signos de [ v h, es decir,
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debemos buscar 3 expresiones eqivalentes a

v+ P —H
VE+ & -1

tal que R siempre sea mayor que cero
Observese que para h <0y { <0, R >0
Por lo cual

VRZ+d — h _

(lﬁe:m, para h<0yl<0 (6()

Multiplicando y dividiendo la ccuacién (6.7) por la conjugada de su denominador,

obtenemos
vhi+d?—h _ (vh24+d®—h) (VE+d+I)
VI +d?* -1 (VE+d?-1) (VIE+d2+1)
/RE 1+ 42 — /12 1 A2
:gbe:( (e h),_)_( ihs Jrl)‘parah<0yl>0 (6.8)

d

Ahora, si multiplicamos y dividimos (6.7) simultaneamente por la conjugada de su

numerador v de su denominador, encontramos que

(WVITF P -h(WVETE+) (V2 & +h) & VE+E+])
VE+E-1) VE+E+D(VR2+dE+h) & (VRZ+ & +h)

VI2+d2 4]

:ﬁ(be:—
' vVhi+d?+h

,paral >0y h >0 (6.9)

Finalmente las ecuaciones (6.7)(6.8) y (6.9), forman la ecuacién :



I oy VRZLdZ—h
47ro’EAg<£n’ V12 1d2—1 h < U,l < 0

b = § grimyIn LM GVIRE - p < 0,1> 0 (6.10)
I I VIEEdE
47i“(feﬁxln\/h~+d?+h h > U,l > 0

Para calcular el potencial extracelular ¢.(x,y, z) debido a un segmento axonal recto
orientado en el espacio tridimensional con un extremo en (x,y;,21) y el otro en

(23,Y2, 29) (ver Figura 2.4), debemos expresar h, d y [ en forma adecuada:

h= ﬁ(m — o, Y — Y2, 2 — 22) (T2 — T1, Y2 — Y1, 22 — 21)

P=(z—m)+ (=) + (2= 2) = W2

l=h+ Az
Al realizar simulaciones de propagacion de potenciales de accidon con el software
NEURON, este arroja valores de corriente por unidad de area correspondientes a
puntos especificos de la neurona, especificamente en unidades mA/em?. Dado que
las ecuaciones (2.5) requieren valores de [ en unidades de intensidad de corriente y
el método LSA implica que estos valores sean representativos de cada segmento de
linea, es necesario multiplicarlos por el area de dichos segmentos. Dado que todos
los segmentos de linea son en realidad cilindros circulares rectos y troncos de cono,

para esto emplearemos la formula del 4drea de un tronco de cono:

Area = gG(di +df)] (6.11)

donde G = 3+/(di — df)? + 4R>.

Pero ademas por comodidad en esta tesis se desea que las unidades de potencial
extracelular esten en pV'. esto implica multiplicar por el factor adecuado a las ecua-

ciones (2.5).

=1
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Para determinar este factor debemos tener en cuenta que NEURON arroja como
unidad de longitudum y por consiguiente el drea arrojada por la ecuacién (6.11)
estard en unidades pum? . Ademas en esta tésis se empleo como conductividad del
medio extracelular o, = 0,3uS/pm. Realizando un andlisis dimensional simple, en-
contramos que debemos multiplicar cada ecuacion (6.11) por 10, quedandonos la

ecuacion (2.5):

107 VhZELdZ—}
411'O'eAr'ln \/;' +;271‘_LJU’V' h < O.l <0
= ] VREFdZ—R) (I T2+d?
(fje - 47T‘(];'(:Ljfli\.rln( = d)'2(+ e ),va h < O,l > ()
O in Ty h>0,0>0

dmoeAr" U/ h2 1 d2 +h

h = ﬁ(f — T,y — Y2, 2 — 22).(Ta — T1, Y2 — Y1, 22 — 21)
Donde § @2 = (z — z1)? + (y — 91)? + (2 — 21)* — 12

l=h+ Az
Para velores d £ 1um, existen errores numéricos ya que puede confundirse con la
definicién de cero del software. Por lo tanto, las anteriores ecuaciones solo son validas
para d > lum.

A partir de la ecuacion (6.6) podemos determinar el valor de ¢. para los casos en

que d = 1um. Haciendo d = Opm nos queda

1 I dz
d¢€—4wagﬁ_x(h*5€)
1 7 dx 1 7T ’ dz
= e = _4WUEE(:E—?1) — P = _4WUeE/—Ath
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B z
4o Az

= ¢ In E parad < lum h # 0

Con un procedimiento similar, podemos encontrar una expresién para h < lum,

, [

_ d
Pe = [ﬂ( - )
drwo. Az \/m — Ax

parah S 1yd+#0

Para los casos en que h = 0 y d = 0, se obtienen valores indeterminados, por lo cual

se hace igual a 0.



6.2. Anexo 2: Descripcion de codigo que simula la geometria

de una neurona Ipc

Iste codigo consta de 1995 lineas de texto que simulan una neurona Ipc (ver Figura

3.8).

Esta neurona se formé con 205 secciones correspondiente a 733 segmentos de linea
de longitud aproximada 10um. Consta de un soma, un axon principal mielinado de
2500pm de longitud y 2,7um de didmetro, el cual se ramifica al entrar a la capa 13
del tectum en tres axones secundario de diametro menor y se ramifica mucho mas a
la altura de la capa 10 formando una estructura compleja llamada paintbrush. Esta

a su vez tiene mayor densidad de botones v axones en la capa 5.

6.3. Anexo 3: Programa que segmenta la neurona Ipc simu-

lada

FHEEEELTEIIREEL LI EIE LI AT TIEEEELLL I I ELE e i d i1 Ediiieitie]
/*

ESTE PROGRAMA DIVIDE UNA NEURONA EN TANTOS SEGMENTOS DE LINEA COMO SE
DESEE. EST0 SE REALIZA APLICANDD EL METODO DEL TRIANGULO PARA SUMAR
VECTORES.

*/

[ 7 F A ko ok ok o ko ok ok ok ko skok sk seokok ok kb K kR ok Kok Rk kkok ok x INTCI0 DE CODIGO

e T T TR r
FILELEIIEI LT RE LRI LT ELERLIE LT LL LT LL R EL PR i P E LI E i1 P i iliier}
flmmmmm e CARGANDO GEOMETRIA------o oo e e //
f*

Carga el archivo de geomatria

*/

xopen("PAINTBRUSH_TESIS_10_5.hoc")

/*

Crea una lista de todas las secciones de la paintbrush
*/

objref secciones



secciones = new SectionList()
secciones.wholetree()//--PARA SECCIONES NO CONECTADAS

//secciones.allroots()//--PARA SECCIONES CONECTADAS

f mmm e e e /!
LEELIELLLLELTTIRTIELLS BT EFLELLERTFTEIEIILL LI 0TI R IIETLiLEF07I0P 7711
J e e CONTADOR DE SECCIONES-----~---nmmmmmmommmmmme /1
q=0

forsec secciones{
qt+=1
}

LLHIELETLEEEET T LTI LR LRI EL L LI LI iR T i tr i i iitiiiidifeitiies
//0BJ. VARIABLES PARA DEFINIR LOS VECTORES PARA ALMACENAR COORDENADAS-//
objref vec_x[q]

objref vec_ylq]

objref vec_z[q]

objref vec_dlq]

FELILEIILL LD IR 8L 871 EEY

//vpi=(x1,y1,21) :VECTOR INICID

proc def_vector(){//CON ESTE PROCEDURE DE DEFINEN LOS VECTORES
sum_nsegl=0

for i=0,d-1{

x1=x3d (i)

y1=y3d (i)

z1=z3d (i)

x2=x3d (i+1)

y2=y3d(i+1)

z2=2z3d (i+1)

ele=sqrt((x2-x1)*(x2-x1)+(y2-y1)* (y2-y1)+(z2-z1)*(22-z1))
if(ele>=10){

sum_nsegl = sum_nsegl + int(ele/10)

T

if(ele<10){

sum_nsegl = sum_nsegl+2

¥

}

dim_vec = sum_nsegl

vec_x[al = new Vector(dim_vec)

vec_y[al = new Vector(dim_vec)

vec_z[a] = new Vector(dim_vec)

vec_d[a]l = new Vector{dim_vec)



forsec secciones{

d=n3d()-1

def_vector()

print secname(),"{"

p=0

for i=0,d-1{

x1=x3d(i)

yl=y3d(i)

z1=23d (i)}

di=diam3d (i)

x2=x3d(i+1)

y2=y3d(i+1)

z2=z3d (i+1)

d2=diam3d(i+1)

if (d2>d1}{

d_M=d2

d_m=d1i

}

if(d2<di}{

d_M=di

d_m=d2

}
ele=sqrt((x2-x1)*(x2-x1)+(y2-y 1) *(y2-y1)+{z2-21) *(22-z1))
if(ele>=10){

n_segl=int (ele/10}//----- Para el casc de segmentos de longitud aproximada de 10 um
1_segl=ele/n_segl

}

if(ele<10}{

n_segl=2//----- Para el caso de segmentos de longitud menores a 10 um
1_segl=ele/n_segl

}

m_d=(d_M-d_m)/(2*ele)
x_vpi=x1

y_vpi=y1l

z_vpi=z1

//vpf=(x2,y2,22) :VECTOR FINAL

x_vpf=x2
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y_vpf=y2

z_vpf=z2

//vdp=(x2-x1,y2-y1,22-21) :VECTOR vdp = vpf-vpi

x_vdp=x2-x1

y-_vdp=y2-y1

z_vdp=z2-z1

mag._vdp=ele

/fu_vdp=((x2-x1) /mag_vdp,(y2-y1) /mag_vdp, (z2-z1)/mag_vdp) : VECTOR UNITARIO EN DIRECCION de vdp
x_u_vdp=(x2-x1) /mag_vdp

y_u_vdp=(y2-y1) /mag_vdp

z_u_vdp={z2-z1)/mag_vdp

/*

1_segl#u_vdp: VECTOR QUE ME DA LA POSICION FINAL DEL PRIMER VECTOR

DE MAGNITUD IGUAL A LA LONGITUD DE UNA SEGMENTO DE LINEA CON RESPECTO A CERD, SUS COORDENADAS SON:
*/

101x_u_vdp = 1l_segl*x_u_vdp

101y u_vdp = 1_segl*y_u_vdp
101z_u_wdp = 1_segl*z_u_vdp
l.x u vdp = x_vpi

1_y_u_vdp = y_vpi

lzuvdp = z_vpi

for j=0,n_segl-1{

if{di<d2){

d_x _M=2#+m_d+*j*(1l_segl)+d_m

}

if{d1>d2){
d_x_M=2+m_d+#(n_segl-1-j)*(1_segl)+d_m
}

if (di==a2){

d_x M=dl

}

lxuwvdp = 1 x u vdp + 101lx_u_vdp
1y uvdp = 1_y u_vdp + 101ly_u_vdp
l_z_u_vdp =1z u_vdp + 101z_u_vdp
if(j==0{

vec_x[cont].x[pl=x_vpi
vec_y[cont].x[p]l=y_vpi
vec_z[cont].x[pl=z_vpi
vec_d[cont].x[pl=dl

1

if((j!=00&&(j!=n_segl-1)){

&1



vec_x[cont].x[pl=1_x_u_vdp
vec_y[cont].x[pl=1_y_u_vdp
vec_z[cont] .x[p]l=1_z_u_vdp
vec_d[cont].x[pl=d_x_M

}

if(j==n_segl-1){
vec_x[cont] .x[pl=1_x_u_vdp
vec_ylcont].x[pl=1_y_u_vdp
vec_z[cont].x[pl=1_z_u_vdp
vec_d[cont] .x[p]=d2

}

pt=1

¥

¥

print "}"

cont+=1

¥

objref list_time_current

list_time_current=new List()

proc add_text(){

forsec secciones{

list_time_current.append(new String(secname()))
¥

H

add_text()

FEPERTEETELETLELLETLETLELELELEELITLEEFFETREPEETETE 3 i Iii11ii11i1!
//CODIGO PARA CREAR UN ARCHIVO DE TEXTO CON LOS DATOS DE COORDENADAS--//
finitialize(-70)

strdef parentesis

strdef st

objref prueba

prueba=new File()

sprint (st,"nuevo5.txt","./prueba_1","/")

prueba.wopen{st)

wopen(" . /prueba_1/nuevos. txt")

for j=0,q-1{

fprint(" ¥s{\n",list_time_current.o(j).s)
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for i=0,vec_x[j].size()-1{

if(i==0){

fprint ("pt3dadd(%2.1£, %2.1%, %2.1£, %2.3£)\n",vec_x[§].x[1],veo_y[j1.x[i],vec_z[j].x[i] ,vec_d[j] .x[il)
}

F((i1=0)tk(vec x[§] .x[i]!=vec_x[j].x[i-11)&k(vec_y[j].x[1] I=vec_y[j].x[i-1])kk(vec_z[j].x[i] !=vec_z[]]
Tprint ("pt3dadd(%2.1£, %2.11, %2.1£, %2.38)\n",vec_x[j] .x[i]l,vec_y[jl.x[i],vec_z[jl.x[i],vec_d[j].x[i])
}
i£((ir=0)&&(vec_x[j].x(i]!=vec_x[j].x[i-1]1)&&{vec_y[j].x[il!=vec_y[jl.x[i-1])&&(vec_z[j].x[il==vec_z[j]
fprint("pt3dadd(%2.1£, %2.1f, %2.1f, %2.3£)\n",vec_x[j] .x[i],vec_y[j].x[i]l,vec_z[j].x[i],vec_d[j].x[i])
¥
if((ir=0)&&(vec_x[j].x[i]!=vec_x[j].x[i-11)&k{vec_y[j].x[i]==vec_y[jl.x[i-11)&&(vec_z[j].x[i] !=vec_z[j]
fprint("pt3dadd(%2.1£, ¥2.1£, %h2.1£, %2.3f)\n",vec_x[j].x[i],vec_y[j].x[i],vec_z[3].x[i],vec_d[j].x[il)
T
if((it=0)&&(vec_x[j].x[il==vec_x[j].x[i-11)&&(vec_y[j].x[i1t=vec_y[j].x[i-11)&&(vec_z[j].x[i] !=vec_z[j]
fprint("pt3dadd(¥2.1F, %2.1f, %42.1f, %2.3£2\n" ,vec_x[j].x[i],vec_y[j1.x[1i],vec_z[j].x[il,vec_d[j].x[i])
¥

if((it=0)&&(vec_x[j].x[il==vec_x[j].x[i-11)&&(vec_y[j] .x[il==vec_y[j].x[i-11)&&(vec_z[j].x[i] !=vec_z[j]
fprint("ptidadd(%2.1%, %2.1¢, %2.1¢, %2.38)\n" ,vec_x[3] .x[i],vec_y[j1.x[il,vec_z[j].x[i],vec_d[j].x[i])

}

1 ((i1=0)&&(vec_x[j].x[il!=vec_x[j]l.x[i-11)&&{vec_y[j]1.x[il==vec_y[j].x[i-1]1)&&k{vec_z[jl.x[i]==vec_z[j]
fprint("pt3dadd(%2.1£, ¥2.1F, ¥2.1£, %2.3f)\n",vec_x[j] .x[i],vec_y[j].x[il,vec_2[j].x[1],vec_d[3j].x[i])
}

1f((it=0)&&(vec_x[j].x[il==vec_x[jl.x[i-11)&&(vec_y[j] .x[i]!=vec_y[j].x[i-1])k&({vec_z[j].x[i]==vec_z[j]
fprint("pt3dadd(%2.1%, %2.1£, %2.1£, %2.36)\n" ,vec_x[j1.x[il,vec_y[j1.x[il,vec_z[j].x[il ,vec_d[§].x[il)
¥

¥

fprint (" {s}\n",parentesis)

}

wopen("./prueba_1/nuevo5.txt/")

S e e e //

LEEEEEETETIEIEL LI ETLELLLEI LI EEL L EREIPRI A E T I E L i L1 LEi1i117

//*********************************************************FIN DE CODIGO

6.4. Anexo 4: Programa que simula el Electrodo Virtual

FELLLEEETIEL PRI ET LTI T I E i
/*

ESTE CODIGO GENERA 40 PUNTOS ALEATORIOS PERTENECIENTES
A LA SUPERFICIE DE UN CONO CIRCULAR RECTD PARALELD AL

EJE Z, CON VERTICE EN (Xo,Yo,Zo), ALTURA 15 MICRONES Y
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RADIO DE BASE 5 MICRONES. PARA DISENAR ESTE PROGRAMA SE
TUBO EN CUENTA QUE:
--------------------------------------- Zo<=Z<=Zo+15
--------------------------------------- Xo-5<=X<=Xo+5
_______________________________________ Yo-5¢=Y<=Yo+5
LA ECUACIO PARA ESTE COND ES:
(X-Xo0)2+(Y-Y0)3=(1/9) (Z-Zo)? DE AQUI VEMOS QUE

r=sqrt ((X-Xe)2+(Y-Yo)2)

Z=3r+Zo

*/

5ok o oo ok ok ook o ok ok sk s koo o ok sk ok Kok kR okl ok ok ok ok ok ek INTCIO DE CODICO
N /
LETTERTELLTETE AL AL LETEET LS ELLEI 0T EEIE L LI TP i id1i871810187
Jf e DEFINIENDO VECTORES PARA ALMACENAR VALORES CALCULADQS------ /

objref cx,cy,cz,cxc,cyc,czc
objref vec_r

objref ran[41]
cxc=new Vector(41)
cx=new Vector(41)
cyc=new Vector(41)
cy=new Vector(41)
czc=new Vector(41)
cz=new Vector(41)
vec_r=new Vector{(41i)
for i=0,40{
ran[i]=new Random(i)
}

for i=0,40{

vec_r.x[il=ran[i].uniform(-5,5)

h

SN S — //
LELLLELTEEIIELE LI LI 0 ETETEITET L E R IL LT IEE LT 770870 EFETEE 17}
Flmmmmem DEFINIENDO PROCEDIMIENTO PARA CALCULD-----cmemcmoooo !/

proc coord(){

for i=0,40{

cxc.x[il=ran[i] .uniform(-vec_r.x[i],vec_r.x[i])
cx.x[i]=$1+cxc.x[i]

if(i<=20){
cyc.x[i]l=sqrt(vec_r.x[il*vec_r.x[i]-cxc.x[il*cxc.x[i]}
}

if(i>20){
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cyc.x[i]=-sqrt(vec_r.x[il*vec_r.x[il-cxc.x[il*cxc.x[i]}
¥

cy.x[il=$2+eye.x[i]
czc.x[1]=3+sqrt (cxe.x [il*exe. x[i]+cyc. x[il*cyc.x[11)

cz.x[i]=$3+czc.x[i]

}
}
s R B L B B o 7
LEELEEELTELTRLEILTEI LR DL EL LT ERiiTi i iiiifiiflidtis
(R FIN DE CODIGO-~=-==nnnommmmmmommmoommmooe 7

6.5. Anexo 5: Programa que genera codigo complementario

FELELTLLELLLLELTELTE I ERLEPE R ILEEL T EL I L L L LLETLEEL I LI I LI iEE T
/%

ESTE PROGRAMA GENERA ARCHIVOS .hoc CON EL CODIGO COMPLEMENTARIO:
objref_vector.hoc

define_vector.hoc

record_vector.hoc

play_remove_vector.hoc

corriente.hoc

El cual contiene 18... lineas de codige necesarias para generar

los archives de corriente .dat

No obstante una vez generados los archivos .hoc, hay que hacerles unas

pequefias medificaciones con la opcidén copiar y pegar.

*/

F I HAR RS R R AR AR R R R Rk R kb ok Rk ok ok Rk ok TNICI0 DE CODIGO
E T T T 1
LEEETELLET I EL AT T EL LTI T LA L L ER AT iR i L i1 i110i0817
7 CARGANDO GEOMETRIA- -~ = mmmmmcomiooooo //
/%

Carga el archivo de geomatria

*/

xopen{"PAINTERUSH_TESIS_10_5.hoc")

/*

Crea una lista de todas las secciones de la paintbrush
*/

objref secciones

secciones=new SectionList()

secciones.wholetree(}
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[/mmmmmmm e GENERANDD objref vector.hoc---—-------omommmoooo o L
/*

Define los objetos variables para definir vectores

*/

strdef st

objref prueba

prueba=new File{)
sprint(st,"objref_vector.hoc","./codigo_ccmplementario",”/")
prueba.wopen(st)
wopen("./codigo_complementario/objref_vector.hoc")
forall secciomes{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d{i)+arc3d(i+1))/(2*arc3d(d))
fprint("objref vv_Y}s_%0.2f\n",secname(),n)
fprint(“objref vina_¥s_%0.2f\n",secname(),n)
fprint("objref vik_Y%s_%0.2f\n",secname(},n)
fprint("objref vicap_¥%s_%0.2f\n",secname(),n)
fprint("objref vipas_¥s_%0.2f\n",secname(),n)

}

}

wopen("./codigo_complementario/objref_vector.hoc/")

Define los vectores para almacenar dates de corriente
*/

strdef stp

objref pruebap

pruebap=new File()
sprint(stp,"define_vector.hoc","./codigo_complementario","/")
pruebap.wopen(stp)
wopen("./codigo_complementario/define_vector.hoc")
forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2+arc3d(d))

fprint("vv_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
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fprint ("vina_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint ("vik_¥s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint("vicap_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint("vipas_ls_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
}

}

wopeu(“./cndigofcomplementario/define_vector.hOC/")

/*

Ordena a los vectores almacenar datos de corriente cada instante de

tiempo dt

*/

strdef str

objref pruebar

pruebar=new File(}

sprint(str,"record_vector.hoc","./codigo_complementario",”/")

pruebar.wopen(str)

wopen("./codigo_complementario/record_vector.hoc")

forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2*arc3d(d))

fprint ("vv_¥%s_%0.2f .record{&¥s.v(%0.2£),0.01)\n" ,secname{) ,n, secname () ,n)

fprint ("vina_¥%s_%#0.2f.record(&¥%s.ina(%0.2£),0.01)\n",secname() ,n,secname(),n)
fprint ("vik_%s_%0.2f .record(&¥s.ik(%0.2£),0.013\n" ,secname () ,n,secname(},n)
fprint("vicap_Y%s_%0.2f .record(&¥%s.i_cap(%0.2£),0.01)\n",secname() ,n,secname(),n)
fprint ("vipas_¥s_%0.2f .record(&¥s.i_pas(%0.2f),0.01)\n",secname() ,n,secname(),n)
}

T

wopen("./codigo_complementario/record_vector.hoc/")

e e e /7
LEEELTELEELERLEEL TIPS TR LT EEET P it i iiiriiriifiitiriir’
fifsmmssnasnasy GENERANDD corriente.nog-----—===-mm——mmmmmm oo 1/
/*

Codigo que imprime la corriente de los 733 segmentos de linea en el
formato escogido

*/

strdef stcurr

objref pruebacurr



pruebacurr=new File()

sprint{stecurr,"corriente.hoc",”. /codigo_complementario™,"/")
pruebacurr.wopen(stcurr)
wopen("./codigo_complementario/corriente.hoc"}

forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2*arc3d(d)})

fprint ("fprint(10.5g\,vina_¥%s_%0.2f .x[i)+vik_Y%s_%0.2f .x[il+vicap_¥%s_%0.2f.x[i]l+vipas_%s_%0.2f.x[i])\n",

secname() ,n,secname() ,n,secname() ,n,secname(),n)

}

}

wopen("./codigo_complementario/corriente.hoc/")

[ st s i e R e e R e e TR T T i /
POLLELTELLELEEL LTI LTI LLT i T T L Eiiiiiiiriiriiisys
i o i o b o BTl B D LT vt st sttt i i i 7/

6.6. Anexo 6: Descripcion de codigo complementario para

generar archivos de datos de corriente

Este codigo de 11728 lineas de texto, consta de 4 archivos .hoc cada uno de los cuales

se describe a continuacién:

1. corriente.hoc: Este codigo tiene 733 linea correspondientes a las corrientes to-
tales (corriente de membrana) de cada segmento de linea en que esta dividida la
neurona /pe. Estas corrientes se obtienen con la formula 7, = g, + Inva + I +
Iy + Ihas . donde [.,zes la corriente capacitiva, {nqes la corriente de sodio, i es
la corriente de potasio, yes la corriente de fuga o corriente de leak que en esta
simulacién se asumié como cero y por ultimo [, que es la corriente debido a
las propiedades pasivas de la membrana (no incluye corriente de leak). Ejemplo:
fprint(" %10.5g\n",vina_soma_0_50.x[i]4vik_soma_0_50.x[i]+vica_soma_0_50.x[i]

+vicap _soma_ 0_50.x[i]+vipas_soma_0_50.x[i])

2. objref wvector.hoc: Esta formado por 3665 lineas de codigo. Su papel es definir
36650bjetos variables que servirdn mas adelante para definir los vectores de

almacenamiento de datos. Ejemplo: objref vik _soma 0 50
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3. define vector.hoc: Consta de 3665 lineas de codigo que definen 3665 vectores
cada uno de los cuales almacena el valor de cualquiera de las 5 corrientes nece-
sarias para obtener un valor de corriente de membrana por cada segmento de

linea en cada instante de tiempo. Ejemplo: vik_soma 0 50 = new Vector()

4. record _vector.hoc: Con estas 3665 lineas de codigo se ordena el almacenamien-
to de valores de corrientes por cada instante de tiempo definido. Ejemplo:

vik soma_ 0 50.record(&soma.ik(0.50),0.01)

5. play_remove.hoc: Por tltimo, este codigo consta tambien de 3665 lineas de codi-
g0 que permiten que los vectores que almacenan corriente redimensionen en la

medida que se almacenen valores nuevos. Ejemplo: vik _soma 0 50.play _remove()

6.7. Anexo 7: Simulacién generadora de archivos de datos de

corriente

LELLLELEETEETL L LT LTI TR L LA L TEL I AL LA AL LRI EE L7 it iflrT
/*

ESTE PROGRAMA GENERA ARCHIVOS .hoc CON EL CODIGO COMPLEMENTARIO:
objref_vector.hoc

define_vector.hoc

record_vector.hoc

play_remove_vecteor.hoc

corriente.hoc

El cual contiene 18... lineas de codigo necesarias para generar

les archives de corriente .dat

No obstante una vez generados los archivos .hoc, hay que hacerles unas

pequefias modificaciones con la opcidn copiar y pegar.

*/
J [k ek ok sk ok R Rk R R R Rk Rk Rk kR R okok kb ok kkok ke xx INTCI0 DE CODIGO
L et L L L PR e 7/
FLLLLLLELEELETLETIEEIE LA ELEELEESTILE TP ELLi il iitiiitly
Js s manm s CARGANDD GEDMETRIA-~=owsouisnmanisu g meimies iy, //
/*

Carga el archive de geomatria
*/
xopen{"PAINTBRUSH_TESIS_10_5.hoc")
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/*

Crea una lista de todas las secciones de la paintbrush
*/

objref secciones

secciones=new SectionList{)

secciones.vwholetree()

/*

Define los objetos variables para definir vectores
*/

strdef st

objref prueba

prueba=new File()
sprint(st,"objref_vecter.hoc","./codigo_complementario","/")
prusba.wopen(st)
wopen("./codigo_complementario/objref_vector.hoc"}
forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2%arc3d(d))

fprint ("objref vv_Y¥%s_%0.2f\n",secname(},n)

fprint ("objref vina_¥s_%0.2f\n",secname(),n)
fprint ("objref vik_%s_%0.2f\n",secname(),n)
fprint ("objref vicap_%s_%0.2f\n",secname(},n)
fprint("objref vipas_%s_%0.2f\n",secname(),n)

}

}

wopen("./codigo_complementario/objref_vector.hoc/")

/*

Define los vectores para almacenar dates de corriente

*/

strdef stp

objref pruebap

pruebap=new File()
sprint(stp,"define_vector.hoc”,"./codigo_complementario",”/")

pruebap.wopen(stp)
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wopen("./codigo_complementario/define_vector.hoc")
forall secciones{

d=n3d{)-1

for i=0,d-1{

n={arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2*arc3d(d))
fprint("vv_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint{"vina_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint("vik_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(},n)
fprint ("vicap_#s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
fprint ("vipas_%s_%0.2f = new Vector()\n",secname(),n)
}

}

wopen("./codige_complementario/define_vector.hoc/")

/*

Ordena a los vectores almacenar datos de corriente cada instante de

tiempo dt

*/

strdef str

objref pruebar

pruebar=new File()

sprint{str,"record_vector.hoc","./codigo_complementaric®”,"/")

pruebar.wopen(str)

wopen("./codigo_complementario/record_vector.hoc")

forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n=(arc3d(i)+arc3d(i+1))/(2+arc3d(d))
fprint{"vv_%s_%0.2f.record(&%s.v(%0.2£),0.01)\n",secname() ,n,secname(),n)
fprint("vina_¥s_¥%0.2f .record(&¥%s.ina( %0.2£),0.01)\n" ,secname(),n,secname{) ,n)
fprint("vik_¥%s_%0.2f.record(&%s.ik(¥%0.2£),0.01)\n" ,,secname(},n,secname(),n)
fprint("vicap_%s_%0.2f .record(&%s.i_cap(%0.2f),0.01)\n",secname{},n,secname(),n)
fprint("vipas_%s_%0.2f .record(k’s.i_pas(%0.2£),0.01)\n",secname(),n,secnane(),n)
H

}

wopen("./codigo_complementaric/record_vector.hec/")
e o /"
PELETIETLELETETLEL DR ETEERREE LI T EL LTI E i iiiiniy
e GENERANDO corriente hoc--------cmocmmmcm e /7



/¥

Codigo que imprime la corriente de los 733 segmentos de linea en el
formato escogido

*/

strdef stcurr

objref pruebacurr

pruebacurr=new File(}
sprint(stcurr,"corriente.hoc","./codigo_complementario®,"/")
pruebacurr.wopen(stcurr)
wopen("./codigo_complementario/corriente.hoc")

forall secciones{

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

n={arc3d(i)+arc3d{i+1))/(2+arc3d(d))

fprint("fprint{10.5g\,vina_¥%s_%0.2f .x[il+vik_%s_%0.2f.x[i]+vicap_%s_%0.2f .x[il+vipas_Y%s_%0.2f.x[i])\n",

secname() ,n,secname(),n,secname(),n,secname(),n)

T

iy

wopen("./codigo_complementario/corriente.hoc/")

f mm e //
T N R RN aad
7 FIN DE CODIGQ--- - n-mmmmmmmmmmmmmmmmmmm o /7

6.8. Anexo 8: Programa para graficar el potencial extracelu-

lar

LIETELELEETEL LR R LTI EL LT ELLF LI LEL L EL TP A L i i iriiieriritii]
/*

ESTE PROGRAMA GRAFICA EL POTENCIAL EXTRACELULAR CORRESPONDIENTES AL
PROMEDIC DE 41 PUNTOS ALEATORIOS DE LA SUPERFICIE DE UN ELECTRODO
VIRTUAL EN FORMA DE COND CIRCULAR RECTD CON VERTICE EN EL PUNTO DE
MEDICION. TAMBIEN PUEDE CALCULAR EL POTENCIAL EN UN UNICO PUNTO.

*/

/*

ESTE CODIGO SE EJECUTA CON "EJEC_GRAF_EXTRACELULAR.hoc" QUE SE
ENCUENTRA EN home/oscar.

*/

/o s ek ok ok s ok sk sk s ke ok sk ook ok ok o ks sk ok ok ok ok o ok kokok ok ok okok sk ok ok ok ok kkok INICI0 DE CODIGO
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Carga el archive de geomatria

*/

xopen{"PAINTBRUSH_TESIS_10_5.hoc")

/*

Crea una lista de todas las secciones de la paintbrush
*/

objref secciones

secciones=new SectionList()

secciones.wholetree()

. 1/
FIEELETTEL AL L LLEL L PR LTI ELLEEE L iR L fII T idEiriliiitiiisiisy
e mmmand NUMERO DE PUNTOS DEL ESPACIO A EVALUAR---------———————mmm- /7

//PARA 41 PUNTOS DEL ELECTRODO VIRTUAL

£t=13999// NUMEROD DE INSTANTES DE TIEMPO CONSIDERADOS PARA EL CALCULOD
num_puntos = 41//NUMERO DE PUNTOS A EVALUAR Y PROMEDIAR
np=num_puntos

//PARA 41 PUNTOS DEL ELECTRODO VIRTUAL

/*

tt=13999

num_puntos=1

np=num_puntos

objref cx, cy, cz

cx = new Vector(np)

cy = new Vector(mp)

cz = new Vector{np)

cx.x[0]= //coordenada x

cy.x[0]= //coordenada y

cz.x[0]= //coordenada =z

*/

Jfmmmmm m e e e e e e e o //
FLPEREEIEEIEL LT AL EL L LEL LR ETERL I LRI it i iiiddifiiiiiiiii’
e ACOTA EL INTERVALO DE TIEMPO-=--===m=m=-==mmommmmmmmoom oo //
lim_i=1

lim_s=tt-1
e i
FEELLTIEEL TP T PRI EL LI 0TI E TP i T Eii Tl iiifiiiiy
Vo SR —— CONTADOR DE SECCIONES-—-—- - oo mommom o I



g=0

forsec secciones{

q+=1

T

o S S S S 0 s Bl i S /7
FIELLLLLTELELLETEEEETEEERII TP T E R EILE I AT iiriiirEiriiy
florssgamsnane CUENTA COORDENADAS Y SEGMENTOS----------c-mmmmmmmmmmmm 7
/*

n3d() me da el niimero de puntos coordenada que orientan espacialmente
cada seccidn y n3d{)-1 me da el nimerc de segmentos de linea.

*/

objref vec_sum_segl

vec_sum_segl=new Vector(q}

csg=0

forsec secciones{

vec_sum_segl.x[csgl=n3d()-1

csg=1

}

//vec_sum_segl.size() : CON ESTO SE OBTIENE EL NUMERD DE SECCIONES

//vec_sum_segl.sum() : CON ESTO SE OBTIENE EL NUMERO DE SEGMENTOS DE LINEA

J = mm e s 1
FEELEELETLEEETR AP I i 0L FPELF T I L LI E LI LRI TEi iy
e VECTORES DE DATOS PARA CALCULO------------ommmmmmm e '
/*

Los valores necesarios para el calcule de potencial extracelular (que

se especificaran mis adelante en el codigo) son:lsa, h, r. Estos nos
llevan a obtener los resultados :phi(potencial extracelular en un punto
del espacio) y phip(potencial extracelular promedio debido a 41 puntos
al azar de un electrodo virtual de forma conica).

Los anteriores valores y resultados se almacenan en los siguientes
vectores.

Los vectores con dimension tt(vec_phip,vec_phi[np]l) almacenan por cada
instante de tiempo dt = 0.0lms el valor del potencial extracelular debidoe
a toda la neurona.

Los vectores de dimensiones vec_sum_segl.sum()= nimero de segmentos de
linea(vec_lsa[npl,vec_fphilnp]l ,vec_h[npl,vec_rrnp]l,vec_ele[np]) ofrecen
magnitudes propias de cada segmento de linea y dependiente de la region
del espacio donde se calcule el potencial exracelular.

Los vectores de dimension np=nimero de puntos del espacio en los que se
evaluara el potencial extracelular(cx,cy y c¢z), almacenan las cordenadas

de esos puntos en los ejes X, Y y Z.
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*/

objref vec_phip

objref vec_phi[np]

objref vec_lsa[np]

objref vec_fphil[np]

objref vec_h[np]

objref vec_rr[np]

objref vec_sle[np]

vec_phip = new Vector(lim_s-lim_i)

for i=0,np-1{

vec_phil[i] = new Vector(lim_s-lim_i)
vec_lsali]l = new Vector(vec_sum_segl.sum())
vec_fphi[i] = new Vector(vec_sum_segl.sum())

vec_h[i] = new Vector(vec_sum_segl.sum())

vec_rr[i] = new Vector(vec_sum_segl.sum(})

vec_ele[i] = new Vector(vec_sum_segl.sum())

}

s e e L e /
PEILLLLEEETIIIPEEL T LI LI L LTI EERIEA T TP i I iiiiiiiieies
flemmmmmmae CODIGO PARA CALCULOD DE POTENCIAL EXTRACELULAR-------c--moo- //

for cp=0,np-1{// contrela la ejecucion del codigo en todos los np puntos
a=0

p=0

forsec secciones{//se pasea por todas las secciones

d=n3d()-1

for i=0,d-1{

/*

Si los diametros son diferentes la seccion se convierte en un tronco de
cono o cone truncado.

G = (1/2)*sqrt[(di-df)3+4h3]

Area = (PI/2)*[G(di+df)], esta es el area lateral

*/

DS=arc3d(i+1)-arc3d(i)

G=(1/2)*sqrt ((diam3d(i)-diam3d(i+1))*(diam3d(i)-diam3d(i+1))+4+DS+D3)
area_segl= (PI/2)*G+(diam3d(i)+diam3d(i+1))

/*

DS=(xf-xi,yf-yi,zf-zi)

h = (1/DS)#*(xf-xi,yf-yi,zf-zi).(x-xf,y-yf,z-zf)

*/

h=(1/DS)* ({x3d(i+1)-x3d(i))*(cx.x[cp]l-x3d(i+1))+(y3d(i+1)-y3d(i})*(cy.x[cp]l-

y3d(i+1))+(z3d(i+1)-z3d(i) }*(cz.x[cpl-2z3d(i+1)})
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/*
rr = (x-xf)2+(y-yf)2+(z-zf)2-h?
*/

rr=(cx.x[epl-x3d(i+1))*(cx.x[cpl-x3d(i+1))+{cy.x[cp]l-y3d(i+1))*(cy.x[cpl-y3d(i+1))+(cz.x[cpl-

z3d(i+1))*(cz.x[cpl-z3d(i+1))-h*h

if (rr<0)q

rr=rr*(-1)

print rr

X

/*

L=h+DS: Longitud del segmento de linea
*/

ele=h+DS

vec_ele[cpl.x[p] = ele//---Almacena los valores de L

vec_h[cpl.x[p]l = h//------- Almecena les valores de h
vec_rrlepl .x[p]l = rr//----- Almecena los valores de rr
/*

lsa = ln{[sgrt{h2+r2)-h]/[sqrt(12+r2)-11}, para h<0,1<0

*/

if(ele<0&kh<0&ksqrt (abs(rr)}>1){
lsa=log((sqrt(h*h+rr)-h)/(sqrt(elexeletrr)-ele))

}

I

lsa = 1n{[sqrt(h®+r?)-h] [sqrt(13+r2)+1]/[r31}, para h<0,1>0
*/

if (h<O&&ele>0k&sqrt (abs(rr))>1){
lsa=log({(sqrt(h*h+rr)-h)*(sqrt{eleteletrr)+ele) ) /rr)

¥

/*

lsa = In{[sqrt(12+r2)+1]/[sqrt(h3+r3)+h]}, para h>0,1>0

*/

if (h>0&kele>0k&ksqgrt (abs(rr))>1)q
1sa=log((sqrt{ele*ele+rri+ele)/(sqgrt (h*xh+rr)+h))

}

/*

Para evitar errores numéricos cuando se mide el potencial extracelular
en puntos muy cercanos a un axon(valores menores o iguales a 1
micrometro} se realizo una variacidén en la expresion para LSA:
lsa = 1ln[valor absolute(L/h)]

*/
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if(sqrt(abs(rr))<=1){

lsa=log(abs(ele/h))

}

if (h<=1){
lsa=log(sqrt(abs(rr))/(sqrt (DS*DS+sqrt (abs{rr))*sqrt(abs(rr)))-DS))
}

if(sqrt(sqrt(abs(rrl)))<=1&&h<=13{

1sa=0

}

val_fact=1/(4*PI*0.3*D5)

val_fphi=val_fact*lsa

vec_lsalcpl.x[p]l=lsa

vec_fphilcpl .x[pl=val_fphi*area_segl*10

p+=1

}

}

}

/*

Aqui nos cambiames al archivo donde estan los datos de corrientes

que nos serviran para graficar el potencial extracelular

*/
chdir("/home/oscar/TESIS/CodigoPrueba/PROGRAMAS_PRESENTACION/Km_etc_pb/output/nrn/MAS50_1/")
J i mm e e e i
FEELEELLTELSELTELIELEL LT EL LR L LT P LTI i Ei i i i il

[l mmmmm e e VECTOR PARA CONTROLAR TIEMPO------mmmmmmmmmmmmmeeem //

/*

Este vector almacena los instantes de tiempo en los que se evalua
el potencial extracelular(para dt = 0.01ms)

*/

objref tiemd

tiemd = new Vector(lim_s-lim_i+1)

aa=0

lims=1im_s/100

for(i=1lim_i/100;i<=1im_s/100;i=i+0.01){

tiemd.x[aal=1i

aa+=1

H

T e B S 8 N SRS /7
LEEELEELEELERLETLIIELTE L ELEiTEL LT e filiiisitsiisiiiiiiiririli/
Jestsenans CODIGD LECTOR DE DATOS EN LA CARPETA "nrm"---------—------ /7
L. NOMBRES DE CARPETAS DE CORRIENTES



objref list_time_current

list_time_current=new List{}

proc add_text(){

for i=0,tiemd.size()-1{
sprint($si,"CellTriall_0001_t %06 .3f.dat",tiemd.x[i])
list_time_current.append(new String($si))

s

T

add_text("CellTriall 0001_t")

A o R e o T VECTORES PARA ALMACENAR DATOS LEIDOS
objref vec[lim s-lim_i]

for i=0,lim_s-lim_i-1{

vec[il=new Vector(vec_sum_segl.sum())

¥

7 Y SR PROCEDURE PARA LECTURA DE ARCHIVOS
objref fil[lim_s-lim_i]

for i=0,lim_s-lim_i-1{

£i1[i] = new File()

}

proc newparams() {

fil [ff] .ropen($s1)

for i=0,vec_sum_segl.sum()-14{

vec[££f] .x[i] = £il[ff].scanvar()

H

fil[£f].clese()

}

f s e o o EJECUCION DE PROCEDIMIENTO PARA LECTURA DE DATOS
for j=0,lim_s-lim_i-1i{

££=]

newparams (list_time_current.o(j).s)

}

e e R P o //
N L R A ey
P CODIGO PARA GRAFICO DE POTENCIAL EXTRACELULAR------------- /'’

for nc=0,np-1{

for j=0,lim_s-lim_i-1{

sum_phi=0

for i=0,vec_sum_segl.sum()-1{

sum_phi = sum_phi + vec[j].x[il#vec_fphilnc].x[i]
}

vec_phi[nc].x[jl=sum_phi
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T

T

for i=0,lim_s-lim_i-1{

sum_phip = 0

for j=0,np-1{

sum_phip = vec_phi[j].x[i]+sum_phip
}

vec_phip.x[i]=sum_phip/np

}

objref vec_nseg

vec_nseg=new Vector{vec_sum_segl.sum())
for i=0,vec_sum_segl.sum()-1{

vec_nseg.x[i]=i+1

}
e DEFINICION Y EJECUCION DE GRAFICO
) PROCEDURE PARA GRAFICAR phi

objref box0

objref this0

box0=new VBox()

box0.ref(this0)

box0.intercept (1)

objref gral

gra0® = new Graph()
gra0.beginline(1,1)

for i=0,lim_s-lim_i-1{
gra0.line(tiemd.x[i],vec_phi[0].x[i])
H

gra0.flush()

box0.intercept (0}
box0.map("POTENCIAL EXTRACELULAR PUNTUAL",350,150,550,400)
gral.exec_menu("View ...")

gra0.exec_menu("View = plot")

D o s i R e L S e S S e B S S i S i //
PIELILETERTEL IR L ELT LTI IRT ISP ER LRSI i E it
ffmm FIN DE CODIGD-------=---—mmmmmmmmmmmmmne /f
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6.9. Anexo 9: Codigo para ejecutar el programa que grafica el

potencial extracelular haciendo uso del electrodo virtual

O T O N e e A T e
/*

ESTE PROGRAMA EJECUTA EL CODIGO QUE GENERA GRAFICOS DE POTENCIAL
EXTRACELULAR LLAMANDD A ELECTRODO_CONICO.hoc

*/

[ /¥ F ko ok ok ok ok kokok ook ok ok ok kol k ok R Rk R ok ok Rk ook ke kxxkx INTCIO DE CODIGO

7 RS S — /"
JHILIEIIIIEET T 0TI I 11 I A1 EIEEEEET A0 0EITEIEI A1
e /"

chdir("/home/oscar/TESIS/CodigoPrueba/PROGRAMAS _PRESENTACION/Km_etc_pb/")
proc c3d(){

xopen ("ELECTRODO_CONICO.hoc")

coord($1,$2,$3)

xopen("GRAFICADOR_EXTRACELULAR MAIEE EJ0R_3.hoc™)

}

nrogui
xopen("EJEC_GRAF_EXTRACELULAR.hoc")
c3d(coord_x, coord_y, coord_z)

*/
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