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“I celebrate myself, and sing myself,

And what I assume you shall assume,

For every atom belonging to me as good belongs to you.

I loaf and invite my soul,

I lean and loaf at my ease observing a spear of summer grass.

My tongue, every atom of my blood, formed from this soil, this air,

Born here of parents born here from parents the same, and their parents the same, ...”

Walt Whitman




A mi familia por su apoyo incondicional. A mi esposa Macarena, por el soporte emo-

cional para realizar este trabajo.




Indice de contenidos
1. Resumen

2. Introduccién
2.1. Latécnicadedynamicclamp . . . ... ... ... ...

22. Elestadodealtaconductancia . ... ... .. ... .«

3. Materiales y Métodos

3.1. Obtencién de rebanadas de cerebroderata . . . . . . ..

3.2. Sistema de registros electrofisiolégicos . . . . . . . . ..
3.3. Sistema de registro y de dynamic clamp . . . . .. . ..
3.3.1. SistemaDAQI .. ................
332, SistemaDAQIT . . ... .. ... ... ...
3.3.3. Estimulacién con el sistema de dynamic clamp .
3.4. Cilculo delaresistenciadeentrada. . . . .. . ... ..
3.5. Protocolos de estimulacién dindmica . . . . . . ... ..
3.5.1. Insercién de conductancias pasivas (CP) . . . . .

3.5.2. Estado de alta conductancia artificial (EACA) . .

3.5.3. Estimulacién periddica sinéptica artificial (EPSA)

---------

.........

.........

.........

---------

.........

---------

.........

---------




3.6.

3.5.4. Protocolo para el estudio del efecto de la intensidad del ruido

sindpticoartificial . . . ... ... L L L o oL
3.5.5. Conductanciasactivas . . . .. ... ... vt
Analisisdedatos . ... ... ... ... . ... .
3.6.1. Cilculo de la densidad del espectrode potencia . . . . ... ...
3.6.2. Cilculo dela probabilidad dedisparo . . . ... ... ......
3.6.3. Cilculodeentropia . . . ... ... ... ... ... .......
3.6.4. Cilculo de ISID (Densidad de intervalos inter-espiga) . ... ..

3.6,5. Cilculo de SNR* (Razon sefial ruido modificada) . . . . . . . ..

4. Resultados

4.1.

4.2.

4.3,

4.4.

La insercién de conductancias pasivas excitatorias e inhibitorias reduce la
resistencia deentrada Rj, neuronal . . . . .. ... ... ... ... ...
Recreacién in vitro de las principales caracteristicas electrofisioldgicas
del estado de aita conductancia observadoinvivo . . ... ... ... ..
En el estado de alta conductancia artifical (EACA) cambia la respuesta
neuronal aestimulos . . . . . . o o i i e e e e s

Buscando resonancia estocédstica en estado de alta conductancia artificial

(BACA) .« o o e e e e e e e

II




4.5. Restitucién del régimen de disparo después del bloqueo farmacol6gico de

los canales de sodio usando la técnica de dynamicclamp . . . ... ...

5. Discusion
5.1. Lainsercién de conductancias pasivas excitatorias e inhibitorias reduce la
resistencia de entrada Ry neuronal . . . . . .. ... ... ... .. ...
5.2. Recreacién in vitro de las principales caracteristicas electrofisiolégicas del
estado de alta conductancia observadoinvive . . . ... ... ... ...
5.3. Enelestado de alta conductancia artifical (EACA) cambia cualitativamen-
te larespuestaneuropal aestimulos . . . . . . ... ... o L.
5.4. Buscando resonancia estocistica en estado de alta conductancia artificial
(BACA) . . . e e e e
5.5. Restitucién del régimen de disparo después del blogqueo farmacoldgico de
los canales de sodio usando la técnica dynamic clamp . . . . . .. . . ..
6. Conclusién
Referencias
Apéndices
A. Descripcion matematica de las conductancias activas tipo Sodio y Potasio in-

I

85

86




sertadas usando la técnica dynamic clamp

B. Codigos de los protocolos de estimulacion desarrollados y que fueron integra-

dos al software RTXI

v

86

88




Indice de figuras

1.

10.

Latécnicadedynamicclamp . . . . . . . .. ... oo 0. 5
Gepsa{t) versus iempo . . . . . . .. ... 28
Insercién de conductancias pasivas (CP) usando la técnica dynamic clamp 38
Fluctnaciones del potencial de membrana er la condicion EACA . . . . . 41
Estimulacién periédica sindptica artificial (EPSA) mediante dynamic clamp 44
Estimulacién EPSA para condicién Control, CPyEACA . . ... ... '. 46
Cambios en la curva de probabilidad de disparo . . . . . ... ... ... 49

Respuesta a estimulacién EPSA para distintas intensidades de ruido sindpti-

Efecto de o; en la respuesta neuronal a un estimulo EPSA . . . . . . . .. 58
Recuperacién del régimen de disparo después del bloqueo farmacolégico

deloscanales desodio . . . . . . f it it e e e e e e e e e e e e . 61




1. Resumen

En este seminario de titulo se implementd la técnica de dynamic clamp y se desa-
rrollS una serie de procedimientos experimentales y computacionales para estudiar y re-
crear in vitro el estado de alta conductancia observado in vivo en neuronas del cerebro de
mamiferos. En conjunto con esto, se desarrollaron protocolos experimentales para estu-
diar el efecto del ruido sindptico en la respuesta neuronal a sefiales sindpticas coherentes,
Ademis, se desarrollaron protocolos experimentales usando la técnica de dynamic clamp
con el objetivo de insertar conductancias dependientes de potencial en neuronas en forma
artificial.

Los resultados preliminares obtenidos muestran que en el estado de alta conductancia
cambia cualitativamanete la curva de probabilidad de disparo de potenciales de accién en
respuesta a estimulos. Esto sugiere que en Ja condicién in vivo, una neurona es capaz de
representar mds informacién de la intensidad de un estimulo a través de potenciales de
acci6n, ademds de amplificar la respuesta a seiiales sinapticas débiles, que en condiciones
in vitro son sub-umbrales.

Para probar el funcionamiento de la técnica de dynamic clamp en la insercién de con-
ductancias dependientes de potencial, se llevé a cabo artificialmente un knock in de con-
ductancias tipo sodio y potasio, y se logré restituir el régimen de disparo de potenciales

de accién de membrana en condiciones de bloqueo farmacolégico de los canales de sodio




en neuronas piramidales de hipocampo.

La implementacién de la técnica de dynamic clamp y el desarrollo de protocolos de
estimulacién mediante esta técnica para simular el ruido sindptico y para insertar conduc-
tancias activas, realizado en este seminario de titulo, abre una nueva gama de posibilidades

de investigacidn en el laboratorio de Fisiologia Celular.




2. Introduccion

2.1. La técnica de dynamic clamp

Usando las técnicas electrofisioldgicas de patch clamp en sus distintas configuracio-
nes, se ha logrado conocer una inmensa parte de lo que se sabe de fisiologfa y biofisica
de las células excitables en la época moderna. Con los datos biofisicos y electrofisiologi-
cos que se han obtenido hasta ahora, se han construido modelos basados en la cinética
molecular de Ios canales de iones que describen la dindmica de la actividad eléctrica en
una neurona (Latorre, 1996). Esto ha permitido explicar, con una teoria matemdaticamente
consistente, cémo distintas configuraciones de conductancias en una neurona generan los
distintos comportamientos observados experimentalmente, como el bursting, la descarga
ténica, las oscilaciones subumbrales y la preferencia de frecuencia, entre otros (Izhikevich,
2010). Asi, en vista del avance en los dltimos treinta afios en la construccién de modelos
matemiticos que explican la dindmica neuronal (Abbott, 2008), cada vez ha sido de ma-
yor interés poner a prueba experimentalmente estos modelos tecricos. Para realizar esto,
es necesario contar con técnicas adecuadas que permitan perturbar de forma dinimica los
distintos tipos neuronales. Esto es, generar estimulos realistas que simulen la corriente
generada por la apertura o cierre de conductancias de membrana, dependiendo del estado

dindmico en el cual se encuentra la neurona. Asi, es posible modificar la dindmica intrinse-




ca de Ia neurona o introducir estfmulos extrinsecos como por ejemplo entradas sindpticas
simuladas dependientes de actividad, lo cual no se ha podido obtener usando las técnicas
electrofisiolégicas de patch clamp tradicionales.

Desde la década de los setenta la técnica de patch clamp se ha ido refinando, siendo
en este momento posible llevar a cabo registros en la mayoria de los tipos neuronales, en
las dendritas (Davie y col., 2006) e incluso en el segmento inicial del axén (Kole y col.,
2008). Pero atin asf, la técnica es limitada con respecto a la flexibilidad de los estimulos
con que se puede perturbar una neurona. En este contexto, en 1993 fueron por primera vez
publicadas las bases de la técnica de dynamic clamp (Sharp y col., 1993b,a; Robinson y
Kawai, 1993), que permite insertar funcionalmente conductancias artificiales en neuronas.

Esta técnica puede describirse de modo general como una interfaz en tiempo real entre
una o varias neuronas y un computador o méquina aniloga, con la cual es posible simular
la insercién de cualquier conductancia en una neurona, si se conocen las ecuaciones que
describen la dindmica de dicha conductancia. Para insertar artificialmente conductancias,
se usa la técnica de patch clamp de célula completa en modalidad de corriente controlada
para realizar Ia medicién del potencial de membrana y la inyeccion de corriente, y se rea-
liza el célculo de la corriente que se debe inyectar para siniular la conductancia de interés
usando un computador o una maquina andloga. Los procesos de: i) registro del potencial de

membrana, ii) cémputo de la corriente que se debe inyectar (que es dependiente del poten-
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Figura 1: La técnica de dynamic clamp. a) Operaciones bdsicas que realiza el sistema de insercion
de conductancias en tiempo real en una iteracién: se mide el potencial de la neurona en un tiempo
to usando la técnica de patch clamp (célula completa y corriente controlada), esta sefial andloga
es amplificada por el amplificador operacional y luego digitalizada por la tarjeta de adquisicion de
datos. La sefial digital es usada para calcular mediante el software de dynamic clamp la corriente
que debe ser inyectada en la iteracion actual para simular la conductancia que se quiere insertar. La
seiial digital de corriente a inyectar es convertida en una sefial andloga por la tarjeta de adquisicién
de datos y luego, usando el amplificador operacional, inyectada a la neurona. Este proceso se itera
a altas frecuencias (~30kHz), generando para efectos neurofisiolégicos la insercién continua en
el tiempo de una conductancia. b) Aplicaciones de la técnica de dynamic clamp: simulacion del
acoplamiento sindptico y eléctrico entre dos 0 mas neuronas (izquierda); insercién de conductan-
cias que pueden depender o no del potencial de membrana (derecha). También es posible suprimir
conductancias endgenas. Adaptado de (Goaillard y Marder, 2006).

cial medido) e iii) inyeccion de la corriente, se realizan a altas frecuencias de manera inin-
terrumpida en el tiempo, para simular en forma continua la existencia de las conductancias
en las vecindades de la zona de registro. Para entender de manera mas clara el funciona-
miento de la técnica, en la Figura 1a se explican de manera esquematizada las operaciones

basicas que realiza el sistema de insercién de conductancias dynamic clamp en tiempo




real. Se muestra a modo de ejemplo el procedimiento para la insercién de una conductan-
cia activa con conductancia maxima gpay, potencial de inversién V,,, y una sola variable
de compuerta p(t). En 1) se mide el potencial de membrana Vp en un determinado tiem-
po fo. Luego, en 2) se computa la corriente que debe inyectar el sistema para simular una
conductancia determinada (que para una conductancia activa es Iy = gmaxp (f0}(Vo — View))-
Para conductancias dependientes de potencial la cinética de la corriente estd descrita por
ecuaciones diferenciales ordinarias que son integradas numéricamente por el software en
tiempo real, pero en general, el estimulo insertado puede obedecer cualquier dindmica
descrita matemdticamente, tanto determinista como estocdstica. Luego, en 3) Se inyecta
la corriente calculada a la neurona, para luego repetir iterativamente este procedimiento.
Para que esta técnica funcione es fundamental que las iteraciones sean a velocidades varias
veces miés ripidas que el tiempo caracteristico de cualquier proceso biofisico que pueda
registrarse en la neurona (~30kHz). Esto quiere decir, usando tiempos de registro e inyec-
cién muy cortos (tiempo entre f y #1), para simular la insercién de una conductancia de
manera continua en el tiempo (Economo y col., 2010; Prinz y col., 2004).

Con este siste;na es posible simular, en el lugar de medicién del potencial de membra-
na, 1a existencia de cualquier conductancia que tenga una descripcion matemdtica, nece-
sitindose sélo €l sistema experimental de registro y una capacidad de computo presente

en ]a mayoria de computadores de escritorio que estin actualmente en el mercado (Prinz




y col., 2004). Como se muestra en la Figura 1b, usando la técnica de dynamic clamp se
pueden insertar distintos tipos de conductancias que dependan o no del potencial de mem-
brana, siendo posible tanto la insercién de conductancias. como también la supresién de
conductancias endégenas. De este modo, se lleva a cabo artificialmente un knock in o
knock out de conductancias (Ma y Koester, 1996; Hughes y col., 1998; Dorval, 2005). Co-
mo se observa en la Figura 1b, también es posible realizar artificialmente el acoplamiento
sindptico o eléctrico entre dos o mds neuronas (Sharp y col., 1996; Elson y col., 1998).
Usando esta técnica, también se puede insertar conductancias que simulan la actividad
sindptica de una red neuronal activa a partir de modelos fenomenolégicos (Fellous y col.,
2003) o biofisicamente detallados (Kispersky y col., 2011). Asi, la técnica de dynamic
clamp es muy versitil y nuevas e interesantes aplicaciones atin estdn en desarrollo (Idoux
y Mertz, 2011; Brette y col., 2008).

Una limitacién de esta técnica que hay que tener claro es que la insercién de conduc-
tancias es sdlo local en el entorno de la pipeta, no siendo posible estudiar el efecto de
cambios en la distribucién espacial de las conductancias en una neurona usando esta me-
todologfa. Otra limitacién importante es que la corriente inyectada por el sistema cuando
se inserta una conductancia artificial es inespecifica, es decir, es debido al flujo de distintos
tipos de iones (Bj: Ca?t, Nat, Kt, CI7), a diferencia de 1a mayoria de las conductancias

enddgenas. Por lo tanto, con esta técnica s6lo se puede estudiar el efecto de insertar una




conductancia determinada, sin incluir el posible efecto del cambio en las concentraciones
i6nicas particulares debido a la activacion de esa coriductancia, a diferencia de lo que ocu-
rre cuando la conductancia insertada es una conductancia real y no una artificial. Muchas
veces esto es importante, sobre todo para conductancias que permean Ca?t, ion funda-
mental en la sefializacién celular. Por dltimo, distorsiones en la medicién del potencial
de membrana propias de la técnica parch clamp en modalidad de corriente controlada o
artefactos producidos por la resistencia en serie, pueden inducir errores en la inyeccion
de corriente, 1o cnal puede ser critico al insertar conductancias dependientes de potencial.
Por lo anterior, se debe ser mds cuidadoso que lo usual para minimizar estas distorsiones,
usando pipetas de resistencia baja.

Mayores detalles acerca de la técnica se encuentran en las revisiones (Economo y col.,
2010; Prinz y col., 2004), que entregan un panorarha amplio y explicativo sobre aspectos
técnicos y las distintas aplicaciones que se han hecho hasta ahora de esta metodologia.

En este seminario de titulo se implement6 la metodologia de dynamic clamp y ésta se

utilizé para recrear in vitro el estado de alta conductancia.

2.2. El estado de alta conductancia

En la corteza cerebral, una neurona piramidal recibe entre 5000 y 60000 contactos

sindpticos. Se ha observado que en las estructuras corticales in vivo las neuronas disparan




espontineamente, esto quiere decir sin necesidad de estimularlas eléctricamente (Evarts,
1964). Si los disparos de la mayoria de las neuronas de la red neuronal activa no estin co-
rrelacionados, entonces uno esperaria que la conductancia sindptica total en una neurona
en el tiempo tuviera una dindmica fluctuante de manera estocdstica, fenémeno que puede
ser entendido como un bombardeo sindptico debido a las descargas presinapticas no co-
rrelacionadas, En los pocos registros intracelulares que se han hecho in vivo en animales
despiertos (Matsumura y col., 1988; Baranyi y col., 1993; Steriade y col., 2001; Woody
y Gruen, 1978; Berthier y Woody, 1988) (son pocos debido a la inestabilidad mecdnica
al realizar los registros) se ha observado una dindmica del potencial de membrana y ca-
racteristicas electrofisiolégicas de las neuronas consistentes con la idea de un bombardeo
sindptico. A este conjunto de caracteristicas electrofisioldgicas que se observan en una
neurona In vivo se le llama estado de alta conductancia. Es importante recalcar que estas
caracteristicas electrofisioldgicas son diferentes a las observadas en registros de rebanadas
de cerebro, condicién experimental que llamaremos i vitro.

Las principales caracteristicas electrofisiol6gicas observadas en neuronas in vivo (es-
tado de alta conductancia) son: diminucién de entre un 25%-50% de la resistencia de
entrada con respecto a registros in vitro en las mismas regiones cerebrales, un potencial
de membrana despolarizado (alrededor de -60mV), fluctuaciones estocésticas del poten-

cial de membrana (oy =2-6mV) y descargas ténicas irregulares entre 4-40Hz (Destexhe




y col., 2003). La disminucién de la resistencia de entrada es producida por el aumento
de la conductancia total de la neurona, debido a un aumento de Ia conductancia sinéptica
promedio. La existencia de un potencial de reposo més despolarizado se debe a la activa-
cién de conductancias sindpticas tanto excitatorias como inhibitorias que no estin activas
en condiciones in vitro, y cuyo potencial de inversion efectivo (tomando en cuenta los
dos tipos de conductancias sindpticas sumadas) es de alrededor de -60 mV. Por otro lado,
las fluctuaciones del potencial de membrana y las descargas (basales) 30;1 producidas por
el cardcter estocdstico del bombardeo sindptico producido por la red neuronal activa. Un
contundente mimero de estudios hechos tanto in vive como in vitro (Haider y Mccormick,
2009), ademads de trabajos in silico (Destexhe y Par¢, 1999), sugieren que la conductancia
total y las fluctuaciones de la conductancia observadas in vive dependen principalmente de
la actividad de la red neuronal en 1a cual esta embebida la célula. Por o tanto, la resistencia
de entrada de la neurona in vivo depende del estado conductual del animal (vigilia, suefio
de onda lenta o suefio paradéjico) (Steriade y col., 2001; Haider y Mccormick, 2009). Para
evaluar la contribucién de las conductancias sindpticas a la disminncién de la resistencia
de entrada de 1a neurona, se realizaton registros in vivo bloqueando los canales de sodio de
neuronas en el drea cortical de registro, perfundiendo con tetrodotoxina. En estos experi-
mentos se encontrd que el potencial de membrana se hiperpolariza hasta valores similares

a los observados in vitro en registros de rebanadas, y la resistencia de entrada anmenta
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también a valores comparables a los observados in vitro en registros de rebanadas con un
electrodo similar y los mismos tipos neuronales (Evarts, 1964). Esto sugiere que tanto la
despolarizacién de la membrana como el aumento de la conductancia total de la neurona
se deben a la actividad sindptica generada por descargas de potenciales de accién de los
componentes de Ia red. Por otro lado, distintos estudios muestran que la variabilidad del
potencial de membrana y la generacién de descargas ténicas irregulares observadas ir vi-
vo en dras corticales, se deben principalmente a la actividad sindptica de la red neuronal
(Destexhe y col., 2003; Haider y Mccormick, 2009).

Asi, Tas neuronas in vivo conectadas sindpticamente con la red nenronal activa (estado
de alta conductancia), poseen caracteristicas electrofisiolégicas cualitativa y cuantitativa-
mente distintas a las observadas en el mismo tipo de neuronas en rebanadas, en dénde
Ia red neuronal tiene una actividad baja. Como consecuencia de esto, tienen propiedades
muy diferentes de integracién de sefiales sindpticas. En estado de alta conductancia, al
aumentar la conductancia promedio de la neurona disminuye la constante de tiempo de la
meinbrana. Esto conlleva una mayor resolucion temporal en el procesamiento de sefiales
sindpticas, y asi, una discriminacién més fina tanto de sefiales sindpticas mds alejadas
(Bemander y col.,, 1991; Rudolph y Destexhe, 2003) como de sefiales sindpticas de ma-
yor frecuencia (Rudolph, 2003). Por otro lado, una consecuencia directa de la teorfa del

cable es que al aumentar la conductancia hay una mayor atenuacién espacial de la sefiales
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sindpticas. Esta atenuaci6n produce una mayor independencia eléctrica de las dendritas,
de modo que cada dendrita podria actuar como una subunidad funcional independiente.
Como consecuencia de ello, anmentaria la capacidad de procesamiento de sefiales pro-
venientes del 4rbol dendritico por parte del soma (Gurney, 2001; Rudolph y Destexhe,
2003; Wei y col., 2001). Otro cambio importante es que las fluctnaciones estocdsticas de
conductancia, causadas por el bombardeo sindptico, generan fluctuaciones del potencial
de membrana, lo que produce que la respuesta de la neurona a estfmulos tenga también
un mayor componente estocistico. Esto constituye una diferencia cualitativa respecto a lo
observado in vitro, en donde en general se puede establecer a modo de umbral de estimulo
un estrec:ho rango de la intensidad de estimulo sobre el cual las neuronas responden con
potenciales de accién, bajo el cual estdn silentes y dentro del cual disparan aleatoriamen-
te. La respuesta de las neuronas en este estado esta caracterizado por un comportamiento
predominantemente determinista, pudiendo identificar a esta banda umbral de intensidad
de estimulo de manera bien definida para cada experimento. Esto cambia dristicamente
en el estado de alta conductancia, en dénde para casi todas las intensidades de estimulo la
neurona responde disparando de manera predominantemente estocéstica, pudiendo en este
caso sélo asociarse una determinada intensidad de estimulo con nna probabilidad de dis-

paro. Esta caracteristica del estado de alta conductancia ha cambiado la forma de entender

el tipo de procesamiento o computacién que realiza in vivo una neurona con las sefiales
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sindpticas que contienen informaci6n en un sentido matemdtico (Cover y Thomas, 1991).
Cambiado el paradigma desde un procesamiento de la informaci6n predominantemente
determinista, caracteristico de la dindmica observada en registros in vitro, a un paradigma
en donde se realiza un procesamiento de la informacién predominantemente probabilisti-
co, propic; del estado de alta conductancia. Es importante mencionar que en estado de alta
conductancia hay también un cambio de la dindmica intrinseca de la neurona, debido al
anmento de la conductancia promedio de la neurona y las fluctuaciones estocdsticas de
conductancia (Prescott y col., 2008). Las caracteristicas electrofisiolégicas dependientes
de la conductancia que podrian considerarse estdticas en experimentos in vifro, como el
umbral de disparo, el potencial de reposo o la preferencia de frecuencia (en neuronas reso-
nantes), entre otras, no s6lo cambian en promedio, sino que sus fluctuaciones estocdsticas
en el tiempo adquieren mayor relevancia.

Debido a la gran dificultad técnica que supone hacer registros estables in vivo en ani-
males despiertos, se han buscado estrategias alternativas para estudiar con detalle el cam-
bio en las propiedades de neuronas dnicas en estado de alta conductancia y cémo éstas
responden a diferentes tipos de estimulos en presencia de bombardeo sinaptico. En su
mayoria, estas estrategias han sido te6ricas o computacionales: usando modelos, algunos
biofisicamente detallados, se ha tratado de estudiar el cambio en la dindmica de la neu-

rona y cémo el ruido sinéptico afecta la respuesta neuronal (Destexhe y col., 2003). Un
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enfoque alternativo al estudio in vivo y al estudio in silico del estado de alta conductancia,
fue descrito por primera vez por Destexhe y col. en el afio 2001. En este trabajo se cons-
trayé un modelo fenomenol6gico basado en un proceso estocistico Uhlenbeck-Ornstein
para dar cuenta de la dindmica estocistica observada experimentalmente durante el bom-
bardeo sindptico in vive, modelo que pudo ser implementado experimentalmente usando la
técnica de dynamic clamp (Fellous y col., 2003). Con este modelo fue posible reproducir
in vitro las caracteristicas electrofisiol6gicas del estado de alta conductancia mediante el
dynamic clamp. Después de ajustar los pardmetros libres a partir de registros de la activi-
dad sindptica, se recuperaron las propiedades estadfsticas y espectrales del ruido sindptico
observado in vivo (Destexhe y Bal, 2010). De este modo, es posible estudiar experimen-
talmente con detalle el cambio en las propiedades de integracién de estimulos sindpticos
y el cambio en la dindmica intrinseca de una neurona en el estado de alta conductancia
recreado de manera artificial en la célula in vitro. En este seminario de titulo, este modelo
fue implementado usando la técnica de dynamic clamp y fue utilizado para desarrollar
herramientas experimentales para el estudio del impacto del ruido sinéptico en la dindmi-
ca neuronal, Una explicacién en detalle de la descripcién matemdtica del modelo y su
implementacién se encuentra en la seccién 3.5.2 de Materiales y Métodos.

En estudios computacionales (i—Iﬁ y Destexhe, 2000) y experimentales (Shu y col.,

2003) se ha mostrado que estimulos subumbrales que no evocan disparos de potenciales
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de accidn in vitro, en estado de alta conductancia inducen descarga con una probabilidad
no nula. Estos estudios muestran que en estado de alta conductancia se amplia el ran-
go de intensidad del estimulo para el cual descarga una neurona, produciendo el ruido
sindptico un aumento en la capacidad de respuesta a estifmulos de baja intensidad. Este
fenémeno tiene ciertas caracteristicas de lo que se conoce en fisica como resonancia es-
tocistica (Gammaitoni y col., 1998) v que ha sido descrito en modelos teéricos (Longtin,
1993; Rudolph y Destexhe, 2001) y en experimentos en neuronas (Wiesenfeld, 1995) . La
resonancia estocéstica es un fenémeno bastante ubicuo en la naturaleza, en que un sistema
no lineal que recibe una sefial sub-umbral amplifica o aum;:nta la respuesta a esa sefial
debido a la presencia de ruido en el sistema, existiendo una intensidad del ruido para la
que la respuesta es médxima, lo que es muchas veces caracterizado como un méximo en la
curva de razén sefial/ruido. En este seminario de titulo se desarrollaron las herramientas

experimentales necesarias para estudiar este fenémeno en sistemas neuronales.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Obtencion de rebanadas de cerebro de rata

En este trabajo utilicé ratas Sprague Dawley de 18-23 dfas de edad. Las ratas fueron
profundamente anestesiadas con éter y luego decapitadas. El cerebro fue extraido median-
te un corte en la parte medial superior del crineo en sentido cando-rostral, y rdpidamente
el cerebro fue puesto en un vaso precipitado con solucién de diseccién a 4°C, que con-
tenfa (en mM): sacarosa 206; KC1 2,8; CaCl, 1; MgCl, 1; MgzS04 2; NagHPOy 1,125;
NaHCOj; 26; glucosa 10; Acido Ascérbico 0.4; osmolaridad 29545 mOsm y pH 7,4 ajus-
tado mediante burbujeo con mezcla de O3 (95%) y CO, (5%). Luego de un minuto de
reposo el cerebro era disectado en una placa petri que contenfa solucién de diseccion,
sobre hielo. Los hemisferios fueron separados y luego se realizé un corte en la parte pos-
terior de cada hemisferio en sentido septotemporal con 45° respecto al eje longitudinal del
cerebro. Los dos hemisferios fueron pegados con cianoacrilato en un vibrdtomo, dejando
vertical el eje dorsoventral del hipocampo y luego bafiados con solucién de diseccién a
4°C. Por cada hemisferio se obtuvo un total de 4 rebanadas transversales de 400 ym de
espesor, que conserva la conectividad entre el giro dentado, CA3 y CAl. Las rebanadas
fueron puestas en una cdmara de mantencién que contenia liquido cefalorraquideo artifi-

cial (LCRA) compuesto de (en mM): NaCl 124; KCl 2,8; CaCl, 2; MgaS04 2; NaHPO4
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1,25; NaHCO4 26; glucosa 10; Acido Ascérbico 0.4; osmolaridad de 29545 mQOsm y pH
7,4, burbujeado con mezcla de Oy con COs; e incubadas a 30°C durante 1 hora y Iue-
go mantenidas a temperatura ambiente durante no més de 8 horas antes de comenzar los

registros.

3.2. Sistema de registros electrofisioldgicos

Para realizar los registros de la actividad eléctrica de las neuronas piramidales puse
una rebanada de cerebro en una cimara de registro de 400ul de capacidad, asegurada
poniendo sobre ella un ancla de acero inoxidable en forma de herradura con hilos de fibra
de vidrio conectando sus dos extremos..La cimara de registro iba montada sobre la platina
de un microscopio derecho Olympus BX51WL y conectada mediante mangueras a un
contenedor de 15 ml de LCRA. Una bomba peristiltica Masterflex modelo HV-77120-
62 que permitia la recirculacién del I.CRA que bafiaba a la rebanada con un flujo de
2 ml/min. La temperatura de la solucién en la cdmara de registro se ajusté a 31+2 °C
mediante un termorregulador basado en resistencias de potencia que cubria un serpentin
de la manguera de la salida de la solucién, ubicado a 10 cm de la cimara de registro.
Las neuronas fueron visualizadas con un objetivo de 40X mediante dptica derecha con
iluminacién oblicua. Utilicé pipetas de vidrio de borosilicato de 4-5 MQ confeccionadas

con un Puller horizontal Sutter P-87 rellenas con solucién de pipeta que contenia (en
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mM): K-gluconato 123; KC1 10; CaCl, 0,1; MgCl, 1; Nap-ATP 1; NaGTP 0,2; glucosa 14;
EGTA 1; HEPES 10; Fosfocreatina-Nay 10, osmolaridad 2855 mOsm y pH 7,4, ajustado
con KOH. Luego de identificar la neurona apropiada llevaba la pipeta hacia ella usando
un micromanipulador motorizado Sutter Instrument MP-285, aplicando presién positiva
para evitar que se tapara la pipeta al entrar al tejido. Estando sobre el soma liberaba de la
neurona la presién aplicada para formar el gigasello (>10GQ). Evaluaba la magnitud del
sello en modalidad de potencial controlado midiendo la corriente que se producia entre la
pipeta y el electrodo de tierra al aplicar un pulso cuadrado de 5 mV sobre un potencial
de mantencién de -70 mV. Si luego de un minuto no se producia la condicién de célula
completa (ruptura de ]a membrana que separa el interior de la pipeta con el interior de la
célula) inducfa la ruptura aplicando una leve succién en la pipeta. El potencial de juntura

calculado segiin Neher (1992) fue de alrededor de -11mV.

3.3. Sistema de registro y de dynamic clamp

Fl sistema de registro y estimulacién dindmica necesario para la técnica de dynamic
clamp fue implementado por mi durante e! desarrollo de este seminario de titulo. La ac-
tividad eléctrica fue medida con el amplificador de patch clamp Heka EPC9, el que fue

conectado a dos sistemas de adquisicion de datos: Sistema DAQI y Sistema DAQIL
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3.3.1. Sistema DAQI

La funcién de este sistema en el montaje experimental fue el control del ampiificador
Heka EPC9 y eventualmente su utilizacién como sistema de adquisicion de datos. Las
sefiales eléctricas provenientes del amplificador eran adquiridas por la tarjeta de adqui-
cisién de datos ITC-16 en un computador con CPU Intel Celeron 2.667 Ghz y sistema
operativo Windows XP sp3. El control del amplificador se realizaba mediante el software
Pulse 8 (Heka), con el cual se manejaban los pardmetros del amplificador, y se controlaban

protocolos experimentales automatizados.

3.3.2. Sistema DAQIL

La funcién de este sistema en el montaje experimental fue albergar el sistema de dy-
namic clamp que realiza Ia estimulacién dindmica, la adquisicién y el almacenamiento de
datos y el control de los pardmetros del dynamic clamp en tiempo real de manera on-line.
Las sefiales eléctricas provenientes del amplificador eran adquiridas mediante la tarjeta de
adquisicién de datos NI PCI-6221 en un computador con CPU Intel core2 duo 3 Ghz y
sistema operativo Ubuntu 10. La estimulacién dindmica y adquisicién de datos fue con-
trolada con el software libre RTXI. Los protocolos de estimulacién basados en modelos
te6ricos fueron desarrollados en este seminario de titulo (Seccién 3.5) en C++ y fueron

integrados al software RTXI. Durante ¢l curso de un experimento, era posible controlar
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los pardmetros de estimulacion en tiempo real de manera on-line. La adquisicion de datos
fue realizada en sistemas de archivos HDFS, una estructura de archivos capaz de guar-
dar de forma organizada grandes cantidades de datos de distintas caracteristicas. Asi, eran
guardados en un solo archivo los registros electrofisiolégicos y los pardmetros y variables
dinimicas de los modelos tedricos usados en el sistema de dynamic clamp. Se usaron fre-
cuencias de estimulacién dindmica (registro y posterior estimulacion) de entre 25kHz y
33kHz, que corresponden a periodos de entre 40us y 30us, respectivamente. Esto es entre
25 a 30 veces mas veloz que el evento més ripido que se quiere observar, que son los
potenciales de accién (~1ms). Esta velocidad de registro es suficiente para poder recons-
truir todos los fenémenos que se quieren estudiar, de acuerdo a el teorema de sampleo de

Nyquist-Shannon (Marks, 2012).

3.3.3. Estimulacién con el sistema de dynamic clamp

Luego de obtener la configuracion de c€lula completa en modalidad de voltaje contro-
lado, esperaba entre 3 y 5 minutos con un voltaje de mantencién de -60 mV para dializar la
neurona con la solucién de la pipeta. Luego de esto, cambiaba a 1a modalidad de corriente
controlada, imponiendo una corriente de mantencién necesaria para mantener el poten-
cial de membrana en torno a los -60mYV. Todo esto era manejado por el sistema DAQIL

Usando el mismo sistema, conectaba DAQII al amplificador como un estimulo externo,
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e iba disminuyendo suavemente la corriente de mantencién inyectada por el sistema DA-
QI y aumentando la corriente de mantencién inyectada por el sistema DAQII, teniendo el
cuidado de mantencr el potencial de membrana de la neurona en un régimen sub-umbral.
Finalmente fijaba la corriente de mantencién inyectada por el sistema DAQI en OpA, y
Ia corriente de mantencién del sistema DAQII en la corriente necesaria para mantener la
neurona en torno a los -60mV.

Luego de esto, usando el sistema DAQII realizaba lo protocolos de estimulacién des-
critos en la seccidn 3.5, la adquisicién de datos y el control on line en tiempo real de los

parametros de estimulacién dindmica del sistemna de dynamic clamp.

3.4. Calculo de la resistencia de entrada

Utilicé un protocolo que consiste en la inyeccidn de una serie de pulsos cuadrados de
corriente de 500 ms de duracién desde -250pA-1:50pA hasta 125pA+75pA respectivamen-
te, con 2s de intervalo entr'e pulsos. Se obtuvo el voltaje con el que respondid la neurona a
cada pulso de corriente, tomando el promedio en un intervalo de 50 ms centrado en la mi-
tad del tiempo de estimulo. La resistencia de entrada se obtuvo de la pendiente del ajuste
lineal de la curva del cambio de voltaje versus la intensidad del pulso, sélo para los pulsos

hiperpolarizantes (pulsos de corriente negativa).
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3.5. Protocolos de estimulacion dinamica

En esta seccién se mostrardn los diferentes protocolos de estimunlacién dindmica usan-
do la técnica de dynamic clamp usados en este trabajo y desarrollados por mi en el curso
de este seminario de titulo. Los protocolos desarrollados en C++ fueron integrados al soft-
ware RTXI, para luego utilizarlos experimentalmente. El cédigo en C++ de los protocolos

de estimulacién dindmica se encuentra en el Apéndice B.

3.5.1. Imsercién de conductancias pasivas (CP)

Usando la técnica de dynamic clamp se insertaron dos conductancias pasivas (indepen-
dientes del potencial) que representan las conductancias sindpticas promedio tanto excita-
torias (G,) e inhibitorias ((?,-), con potenciales de inversién de 0mV y -75mV respectiva-
mente. A esta condicién experimental se le llamé condicién CP (conductancias pasivas).

La corriente inyectada por el sistema dynamic clamp en esta condicién experimental fue:

Icp =Icc+ GV + Gi(V -+75) (1)

Dénde Igc corresponde a una corriente inyectada que no depende del potencial de
membrana medido (V), como es el caso de los protocolos de escalones de corriente. Man-
tendremos esta notacién para todos los protocolos. La relacién entre la resistencia de en-

trada original de la neurona en la condicién control (Rcontret) ¥ 12 resistencia de entrada
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medida en la condicién CP (Rcp), se puede encontrar usando la Ley de Ohm, expresion

que queda, después de un poco de desarrollo algebraico, como:

— RCan:ml (2)
1 +RCom'roI(Ge + Gi)

Rep

La Ecuacién (2) relaciona la conductancia total insertada a través de dynamic clamp
(G. + G;) y 1a resistencia de entrada de la neurona en la condicién control (R pnerol), CON
la resistencia de entrada cuando las conductancias pasivas son insertadas en la condicion
CP ( Rcp). Para validar el sistema experimental, se compard el cambio en Rep, estimada a
través de un ajuste lineal de los datos obtenidos del protocolo de pulsos de corriente, con
el cilculo hecho con la Ecuacién (2) usando la resistencia de entrada medida de 1a neurona
en la condicién control y los pardmetros fijados en el sistema experimental Gey Gi.

Por tltimo, para calcular el potencial de reposo de la neurona en la condicion CP (Vep),

tomando en cuenta que Vj

Control €5 el potencial de reposo de la neurona en la condicidn

control, debemos imponer que la corriente total que pasa a través de la membrana sea

nula, de modo que después de algunos pasos algebraicos se obtiene:

* —1 A
— VControlRCantrol - 7SGi

Vep=—22 a— (3)
¢ RCalnIroI + Gﬁ’ + Gi
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3.5.2. Estado de alta conductancia artificial (EACA)

Para recrear el estado de alta conductancia de manera artificial usando la técnica de dy-
namic clamp, se insertaron dos conductancias estécasticas G;(t) ¥ G.(t), que representan

las conductancias sindpticas instantdneas excitatorias e inhibitorias:

Gi(t)= &) +Gi (4)

Ge(f) = ge(t)']'ée 3

Se usé un modelo fenomenoldgico basado en un proceso estocéstico Uhlenbeck-Ormstein
(Uhlenbeck y Ormstein, 1930) para dar cuenta de la dindmica estocdstica observada ex-
perimentalmente durante el bombardeo sindptico in vive, modelo que fue por primera
vez descrito en (Destexhe vy col., 2001). En este modelo, G. y G; son conductancias pa-
sivas que representan las conductancias sindpticas promedio excitatorias e inhibitorias,
respectivamente; g.(f) y gi(¢) son variables estocdsticas del tipo Uhlenbeck-Omstein que
representan las fluctuaciones de las conductancias sindpticas excitatorias e inhibitorias,

respectivamente. Las variables g.(t) y gi(f) satisfacen las ecuaciones:
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dg; 8i
=5 = 2L DiNjO,1 6
0 ,ci+ [0,1] (6)
dg. 8e

= —2¢.4Dp,N[0,1
3 'ce+ N[0,1] , )]

N[0, 1] es un nimero al azar proveniente de una distribucion gaussiana con promedio
cero y desviaci6n standard ignal a 1. Para realizar la integracién numérica de estas ecuacio-
nes diferenciales estocdsticas, se utilizé el método de integracién numérica de Guillespie
(Gillespie, 1996), aplicado por primera vez para simular el estado de alta conductancia
en (Destexhe y col., 2001); ver Apéndice B. Usando este método, se logr6 la eficiencia
computacional necesaria para realizar la integracién numérica a las velocidades de esti-
mulacién dindmica que requiere el sistema de dynamic clamp. El método para obtener
mimeros al azar de una distribucién gaussiana fue el algoritmo de Box-Muller (Ferndndez
y Criado, 1999).

Se tom6 en cuenta la relacién caracteristica de un proceso de Uhlenbeck-Ornstein:

O;

he 7 ’ ®

dénde o corresponde a la desviacién standard de g. Se puede ver en la ecuaciones 4, 5

y 6 que ¢l modelo fenomendlogico para simular el estado de alta conductancia depende de
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scis pardmetros: T;, Te, O}, O, Gi y G.. En este trabajo se usaron valores para T, = 2,728,
y T; = 10,49 obtenidos del ajuste de la relacion (8) a datos experimentales de neuronas
corticales (Destexhe y col., 2001). Por otro lado, se considerd que los pardmetros restantes:

Gi, O, Gi ¥ G. cumplen con las relaciones:

s, = 2 ®)
Gi
z. (10)

Relaciones que fueron obtenidas del ajuste del modelo de Uhlenbeck-Ornstein con
datos de modelos neuronales biofisicos detallados y registros electrofisiolégicos (Destexhe
y col., 2001). Més detalles del método para hacer el ajuste de este modelo usando datos
experimentales pueden obtenerse en (Destexhe y Bal, 2010).-Asi, la corriente aplicada por
el sisterna dynamic clamp en la condicién de estado de alta conductancia artificial o EACA

fue:

Ieaca = Iee + Gi(O)(V+T5) + G.(E)V (11)

Todos los experimentos hechos en este trabajo fueron con los valores para T; y T, antes

mencionados, pudiendo variar los valores de o, O, Gi y G. para distintos experimentos,
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pero siempre cumpliendo las relaciones 9 y 10.

3.5.3. Estimulacién periddica sindptica artificial (EPSA)

Para emular de forma artificial en la célula la actividad periédica concertada de grupos
de sinapsis excitatorias, producida por la descarga sincrénica de poblaciones de neuronas,
usé la funcién alfa para describir el curso temporal de cada evento sindptico concertado
(conductancia sindptica promedio). EI uso de esta funcién en neurociencia se ha descrito
en trabajos tedricos para modelar el curso temporal de los potenciales post-sindpticos, ya
que su forma es similar a los potenciales sindpticos obtenidos experimentalmente (Rall,
1967). L.a expresi6n matemdtica que describe el curso temporal de la conductancia inser-

tada es:

r _
Gepsa(?) :GMa.xE3 ofetl ) (12)

el es un factor de normalizacién para asegurar que Ggpsa(f) tenga un méiximo en
Gax- En la Figura 2 se observa una grifica del curso temporal de Gepsa(t) para valores
de Tentre 1 y Sms.

En los experimentos presentados en este trabajo se us6 T = 1ms. La estimulacion se
hizo de forma periédica, con un perfodo de 200ms y el potencial de inversién de la co-

rriente fue de OmV, con el fin de emular corrientes sindpticas excitatorias. Asi, la corriente
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tau= Ims
Y —  tau=2ms
R —  tau=3ms

tau= 4ms

Gepsa(t) (n9)

tau= Sms

(ms)

Figura 2: Gepsa(t) versus tiempo: Grifico de Gepsa(f) versus tiempo, para valores de Tentre | y
5ms seglin muestra la leyenda. Gyar = 1.

inyectada por el sistema dynamic clamp cada 200ms fue:

Iepsa = Icc + Gepsa(t)V (13)

A este tipo de estimulacién periddica sindptica artificial se le denominé estimulacion
EPSA. En la Seccién 4.3, se estimulé con EPSA durante 11 series de estimulacion, en
donde se aumentd Gyy., de manera lineal desde un valor inicial (minimo) hasta un valor
final (maximo). Esto se hizo para las tres condiciones experimentales: control, CP y EA-
CA. Los valores minimo y maximo de Guygy fueron distintos en cada experimento, con el
objetivo de recorrer un intervalo de Guya, en dénde la estimulacion en su inicio potencia-

les de accidn, pero si lo hiciera al final. El c6digo de este protocolo, desarrollado en C++e
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integrado al software RTXI, se adjunta en el Apéndice B.

3.54. Protocolo para el estudio del efecto de la intensidad del ruido sindptico arti-

ficial

Se estudi6 el impacto de la intensidad del ruido en el aumento o disminucién de la
respuesta nenronal a un estimulo periédico sindptico artificial (EPSA) en el estado de alta
conductancia artifical (EACA). Para esto, se desarrollé un protocolo experimental en que,
una neurona era sometida a un estfmulo EPSA subumbral (conductancia maxima Gaggx
constante, periodo 200 ms, T = 1ms) en la condicién EACA (variando linealmente o;
desde 0 2 un valor miximo en 11 series, mientras se modificaba ¢, siguiendo la Ecuacién
9). Cada serie tuvo una duracién de 10 s, con 500 ms sin ruido sindptico artificial (5; =0
y 6, = 0) entre cada una. La estimulacién EPSA se mantuvo durante todo el experimento.

Para aislar el efecto de la aparici6n azarosa de espigas a la frecuencia del estimulo
EPSA causada por el ruido sindptico artificial, se usé como control negativo el mismo
protocolo experimental descrito anteriormente, pero en ausencia de estimulacion EPSA.

A esta condicién experimental se le llamd control negativo (Seccién 4.4).

3.5.5. Conductancias activas

Para recuperar el régimen de disparo durante el bloqueo farmacolégico de los canales

de sodio usando la técnica dynamic clamp, se utilizé un protocolo de escalones de corrien-
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te. Se inyectd una serie de pulsos cnadrados de corriente de 500 ms de duracién y magni-
tudes entre 0 y 300pA. Se aplicaron en total 6 pulsos, aumentando la intensidad de manera
lineal, con 2 segundos de descanso entre cada pulso. Esto se realizé para tres condiciones
experimentales: condicién control, condicién con TTX y condicién TTX+dynamic clamp.

En la condicién control sélo se Ie aplicaba a la neurona la corriente de mantencién
y Iuego el protocolo de escalones de corriente. En la condicién TTX se agregd 2.5 pl
de TTX por cada 10 mi de solucién extracelular (concentracién final 1uM) y luego de
esperar 2-3 minutos para que re-circulara la solucién con TTX, se realiz6 el protocolo de
escalones de corriente. Por iltimo, se aplicé el mismo protocolo en presencia de TTX,
después de insertar mediante dynamic clamp conductancias dependientes de potencial de
sodio y potasio tipo Hodgkin y Huxley modificadas (Richardson, 2003), segiin se describe

en el Apéndice A.

3.6. Analisis de datos

El anilisis de datos fue realizado con el software cientifico IgorPro 6.02. Para ello
desarrollé dentro de esta plataforma protocolos computacionales para la manipulacién de

gran cantidad de datos (~1Gb) y su andlisis.
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3.6.1. Cilculo de la densidad del espectro de potencia

Para realizar esto, primero se calculé numéricamente el espectro de potencia del voltaje
de membrana sub-umbral registrado en la condicién EACA usando la transformada de
Fourier rdpida (FFT) integrada en el software IgorPro. Luego, €l espectro de potencia de
_ la sefial se normalizé por su integral numérica en el dominio de la frecuencia. Esto queda

expresado en la siguiente ecuacién:

|FFT(V)?

PSD(®) = FIrFT (V) Pde

(14)

3.6.2. Cilculo de la probabilidad de disparo

La probabilidad de disparo durante una serie de estimulacién se definié como el mime-
ro de estimulos EPSA en donde se observé al menos una espiga en un intervalo 7'ms (20 o
50ms) después de comenzar el estimulo (Nespigas), dividido por el nimero total de estimu-

los EPSA de la serie (N, gimulos)- Asi 1a probabilidad de disparo se escribe como:

Ne.rpigas (1 5)

P . —
esp!g as .h’
eﬂrmu}as

Para los experimentos de la Seccion 4.3, se caleuld Pegpig,s para cada serie de estimula-
cién correspondiente a una determinada conductancia méaxima del estimulo EPSA (Gasax)-

Se usé un T’ = 50ms, y 50 estimulos por serie (Negtimuios = 50).

31




Para los experimentos de la Seccién 4.4, se calcu1(’>jPesp,-gﬂ,‘r para cada serie de estimu-
lacidn correspondiente a una determinada desviacién standard del ruido sindptico (o;). Se

usé un T = 20ms, y 50 estimulos por serie (Nestimulos = 50).

3.6.3. Cilculo de entropia

Para calcular la entropia de informacién de Shannon (Cover y Thomas, 1991) se usé la

expresidn:

H== Y Pespigas Pespigas (16)

{series}
En la Seccidn 4.3, la suma en la Ecnacién 16 fue sobre las 11 series de estimulacién

realizadas.

3.6.4. Calculo de ISID (Densidad de intervalos inter-espiga)

Primero, se confecciond un histograma ISI (intervalos de tiempo inter-espiga). Lue-
go de esto, se contd el mimero de eventos ISI del histograma en un intervalo de tole-
rancia (+20ms) centrado en la frecuencia de estimulacién y los dos siguientes armoéni-
cos. Para los experimentos realizados, esto corresponde a los intervalos 200ms=+20ms,
400ms+20ms y 600ms3-20ms. Se define ISIDI, ISID2 y ISID3 como la proporcién de

eventos respecto al niimero total de eventos ISI, que se encuentran, respectivamente en
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estos tres intervalos.

Nist[180ms, 220ms|

ISID1 =
Nisitoal
ISID2 — Nis1[380ms, 420ms]
Nisitotal
1SID3 — Nis1[580ms, 620ms]
Nisitotal

Por idltimo, se define ISID cémo:

ISTD = ISI1 +IST2 1813

(17)
(18)

(19)

(20)

Estas definiciones fueron adaptadas para este trabajo, a partir de los métodos de (Ru-

dolph y Destexhe, 2001) para estudiar resonancia estocéstica en modelos computacionales

de neuronas.

3.6.5. Cailculo de SNR* (Razon sefial ruido modificada)

La cantidad SNR* es una adaptacién de la razén sefial/ruido para estudiar modelos

neuronales, que fue por primera vez propuesta en (H6 y Destexhe, 2000). Esta se define

como:

33




SNR* =

En dénde oy es la desviacién standard del potencial de membrana de la neurona.

P, espigas

cy
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4. Resultados

En esta seccién se mostrardn los resultados de la implementacién y desarrollo de una
serie de procedimientos experimentales para recrear y estudiar in vitro €l estado de alta
conductancia (Destexhe y col., 2603) observado in vivo. En las Secciones 4.1 y 4.2 se
mostrarin los resultados obtenidos al recrear el estado de alta conductancia en neuronas
piramidales hipocampales en rebanadas de cerebro de rata usando la técnica de dynamic
clamp. Luego de esto, en la Seccién 4.4 se mostraran resultados preliminares del efecto
del ruido sindptico en la respuesta neuronal a sefiales sindpticas coherentes y la existencia
de valores de la intensidad del ruido para los que la respuesta neuronal fue 6ptima. Por
dltimo, en la Seccidén 4.5 se mostrard el funcionamiento de la técnica de dynamic clamp
en la insercién de conductancias dependientes del potencial en neuronas piramidales de

hipocampo, lo que permitid la restitucién del régimen de disparo durante el bloqueo far-

macolégico de los canales de sodio.

4.1. Lainsercion de conductancias pasivas excitatorias e inhibitorias
reduce la resistencia de entrada R;, neuronal

Con el objetivo de reproducir la disminucién en la resistencia de entrada en el estado
de alta conductancia in vitro (rebanadas) usando la técnica dynamic clamp, inserté dos
conductancias pasivas que simulan conductancias sindpticas promedio excitatorias (G,) €
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inhibitorias (G,-). En el modelo utilizado para simular el estado de alta conductancia, estas
conductancias representan la actividad sindptica promedio de la red cortical en la cual se
encuentra embebida la neurona (ver Seccién 3.5.2). Estas, sumadas a variables dindmicas
de carécter estocdstico ( gi(t) y g(?)), capturan los valores promedio y la variabilidad,
respectivamente de la conductancia neuronal debido al bombardeo sindptico por parte la
red neuronal. Como se detalla en la Seccidn 3.5.2 de Materiales y Métodos, este modelo ha
permitido reproducir tanto el cambio en la resistencia de entrada como en la distribucién
de amplitud y el espectro de potencia del potencial de membrana neuronal observado in
vivo. Al comienzo de cada experimento se ajustaron las conductancias sindpticas pasivas
excitatorias e inhibitorias promedio de modo que la resistencia de entrada de la neurona
disminuyera entre un 25% y un 50% del valor inicial, lo que se condice con la evidencia
empirica obtenida in vivo (Berthier y Woody, 1988; Bindman y col., 1988; Paré y col.,
1998). Para medir la disminucién en la resistencia de entrada de la neurona se compararon
los efectos sobre el potencial de membrana de la aplicacién de un protocolo de pulsos de
corriente (Seccidn 3.4), en la condicién Control (sin dynamlic clamp) v en la condicion en
que se insertan conductancias pasiva§ promedio a través de la técnica de dynamic clamp
(condicién CP).

La Figura 3 muestra los resultados de un experimento representativo (n=15), en que

se aplicé el protocolo de pulsos de corriente para calcular la resistencia de entrada de la
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neurona. Como se observa en la Figura 3a el cambio de potencial debido a un mismo es-
calén de corriente es mayor en la condicién Control que en la condicién CP. Esto indica
que en la condicién CP disminuye la resistencia de entrada de la neurona con respecto a la
condicién Control, lo que es consistente con lo que se espera teéricamente de 1a Ecuacién
2 (Seccién 3.5.1). Esto se observa de manera precisa en la Figura 3b. Para potenciales
hiperpolarizados la resistencia de entrada de la neurona tiene comportamiento aproxima-
damente ohmico, por lo cual la pendiente del mejor ajuste lineal a estas curvas corresponde
a una buena estimacién de la resistencia de entrada de la neurona en cada condicién expe-
rimental. Al hacer los ajustes se obtiene una resistencia de entrada Control de 81 £2MQ y
en la condicién CP, de 53 & 1,5MQ, lo que corresponde a una disminucién del 34 %. Esta
disminucién estd en el intervalo apropiado (entre un 25 % y un 50 %) para recrear ¢l estado
de alta conductancia (ver valores de conductancias insertadas en la leyenda de Figura 3a).

Usando la conductancia total que simula insertar el sistema experimental de dynamic
clamp (G.+ G;) v la resistencia de entrada estimada en la condicién Control (Reontror)
como pardmetros en la Ecuacién (2), fue posible estimar tedricamente la resistencia de
entrada que deberfa tener la neurona en la condicién CP. En este experimento en dénde
G; =7,1nS y G. = 1,518, se obtuvo Rcp =~ 48MQ, que corresponde a una disminucién de
40% con respecto a Ia condicién Control. Existe aproximadamente un 10 % de diferencia

con respecto a Rep estimada usando el método del ajuste lineal. Esta diferencia menor, es
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Figura 3: La insercién de conductancias pasivas (CP) a través de la técnica dynamic clamp
disminuyen la resistencia de entrada neuronal. a) Registros de Current Clamp para la condicion
Control (trazo rojo) y de dynamic clamp para la condicién CP (trazo negro; dénde Gi=71InSy
G. = 1,5nS), en modalidad célula completa, obtenidos en respuesta a una serie de pulsos de co-
rriente desde -200 pA hasta +40 pA (Control) y desde -200 pA hasta 160 pA (CP) con incrementos
de 60 pA. La duracién de cada pulso fue 500ms, con un intervalo de Ims entre pulsos, en que
s6lo se inyectd la corriente de mantencién. La linea azul punteada corresponde a -60 mV, potencial
cercano al potencial de reposo. b) Grifico del cambio de potencial de membrana (AV) con respec-
to al potencial en la mitad del pulso (medido 250 ms después del comienzo de la inyeccion del
pulso) versus la corriente inyectada. La curva con trazo rojo y circulos corresponde a la condicion
Control. La curva con trazo negro y cuadrados corresponde a la condicién CP.

un argumento para validar el buen funcionamiento del sistema experimental de dynamic

clamp implementado.

4.2. Recreacion in vitro de las principales caracteristicas electrofi-
siologicas del estado de alta conductancia observado in vivo

Para emular en rebanadas el estado de alta conductancia observado in vivo, de forma
artificial recreé las caracteristicas comunes observadas en los pocos registros intracelula-

res que se han hecho en animales despiertos. Estos son: disminuci6n de la resistencia de
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entrada, un potencial de membrana despolarizado con un valor promedio aproximado de -
60mV, marcadas fluctnaciones del potencial de membrana con desviacién estindar (Gy) en
un rango de 2-6 mV y descargas tnicas e irregulares de entre 5-40 Hz (Berthier y Woody,
1988; Bindman y col., 1988; Paré y col., 1998; Steriade y col., 2001; Matsumura y col.,
1988; Baranyi y col., 1993). Para recrear las caracteristicas estadisticas y espectrales de
las fluctnaciones del potencial de membrana en células tinicas en rebanadas de cerebro de
rata, utilicé el proceso estocdstico de Uhlenbeck-Ommstein (Uhlenbeck y Ornstein, 1930).
Este permite describir matemdticamente la variacién temporal de las conductancias exci-
tatorias e inhibitorias que se observa in vivo, y fue por primera vez propuesto por Destexhe
y col. en 2001 para simular el bombardeo sindptico observado in vivo. En el lenguaje de
programacién C++desarrollé una rutina computacional para ser integrada al software RT-
XTI (Dorval y col., 2001) que controla el sistema de dynamic clamp, como se detallé en
Ia Seccién 3.5.2. A esta condicién se le denominé estado de alta condnctancia artificial
(EACA).

Se ajustaron los parimetros en la condicién EACA de forma tal que oy estuviera en
el intervalo 2-6 mV, En la Figura 4 A) se observan registros representativos del potencial
de membrana de una neurona con una resistencia de entrada de 81 +2MQ, en las tres
condiciones experimentales: Control, CP y EACA. Se puede apreciar claramente en el

histograma de la Figura 4 B), que muestra la distribucién del potencial de membrana, que
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tanto la condicién Control como la condicién CP tienen una distribucién mas estrecha en
comparacién con la condicién EACA. Esto se condice con los valores de la desviacién
standard calculados: oy = 0,3mV para las condiciones Control y CP, y oy = 2,8mV para
la condicién EACA. La insercién de corrientes dindmicas fluctuantes (condicién EACA)
mediante la técnica de dynamic clamp hace aumentar las fluctuaciones del potencial de
membrana, de modo que la distribucion de amplitudes del potencial presenta una mayor
desviacién estdndar en comparacién con las condiciones Control y CP. Por otro lado, en
1as condiciones Control y CP las desviaciones estidndar son similares.

Un aspecto importante que se aprecia en la Figura 4 B) es que los valores promedio
del potencial de membrana disminuyen ligeramente desde la condicién Control ({(V) =
—59,6mV), ala condicién CP ({V) = —60,5mV) y a la condicién EACA ((V) = —60mV).
Esto se explica porque al insertar conductancias artificiales con potenciales de inversion
distintos al de reposo de la neurona, ésta cambia su potencial de reposo en la forma que
predice la Ecuacién 3 (Seccién 3.5.1). Asi, la razén entre las conductancias excitatorias e
inhibitorias insertadas con la técnica dynamic clamp es clave para mantener el potencial
de membrana en valores fisiol6gicamente razonables durante la simulacion del estado de
alta conductancia. Los valores de las conductancias sindpticas artificiales, como se men-
cioné en la seccién Materiales y Métodos, pueden ser calculados desde registros electro-

fisiolégicos (Destexhe y Bal, 2010) y en este trabajo fueron usados los disponibles en la
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Figura 4: Estudio de las fluctuaciones del potencial de membrana en condicién Control, CP
y EACA. A) Dindmica temporal del potencial de membrana de una neurona piramidal sometida a
tres condiciones experimentales: Control (trazo rojo), CP (trazo negro), EACA (trazo verde). Las
lineas punteada de color azul en cada gréfico representan los -60mV. B) Histograma normalizado
de distribucién de amplitudes del potencial de membrana, realizado a partir de las tres curvas de
B) manteniendo el mismo cédigo de colores. C) Densidad del espectro de potencia del potencial
de membrana en ausencia de potenciales de accién en la condicién EACA.

bibliografia (Destexhe y col., 2001).

Al estudiar la densidad del espectro de potencia (que corresponde al espectro de po-
tencia normalizado) del potencial de membrana en ausencia de potenciales de accién, po-
demos observar que éste tiene un amplio ancho de banda (Figura 4 C), que para valores de
frecuencia altos decae como una ley de potencia (1/f¥). Todos esto es consistente con los
registros obtenidos in vivo, modelos biofisicos y experimentos hechos usando la técnica
de dynamic clamp (Destexhe y col., 2003).

Asi, estos resultados y los de la seccién anterior muestran que, insertando conductan-

cias pasivas constantes y conductancias dinidmicas cuyo valor varfa de manera estocdstica
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en el tiempo, es posibie recrear las tres caracteristicas principales del estado de alta con-
ductancia que se observa en diferentes neuronas corticales que son: la disminucién de Ia
resistencia de entrada, un potencial de membrana despolarizado con un valor promedio
de aproximadamente de -60mV y el aumento de la desviacién estdndar del potencial de
membrana en un rango de 2-6 mV. Ademads, fue posible recrear 1a densidad del espectro
de potencia del potencial de membrana en ausencia de espigas. Por lo tanto, en este semi-
nario de titulo se ha implementado una técnica que emula el estado de alta conductancia

de manera artificial en rebanadas de cerebro de rata.

4.3. En el estado de alta conductancia artifical (EACA) cambia la res-
puesta neuronal a estimulos

A continuacién, desarrollé en el lenguaje de programacién C++ una rutina compu-
tacional que integré al software RTXI con el propdsito de estimular de forma peri6dica
una neurona, insertando una conductancia que tuviera las caracteristicas temporales de la
suma de un conjunto de conductancias sindpticas activadas sincrénicamente. Para mode-
lar el curso temporal de la conductancia de estimulacion usé la funcién alfa descrita en la
Seccién 3.5.3 de Materiales v Métodos. Esta funci6n ya se ha utilizado en la literatura en
trabajos tedricos para describir los potenciales post-sindpticos (Rall, 1967). La motivacion

para usar estimulos periédicos fue tratar de emular de forma artificial en células indivi-

42




duales de una rebanada la actividacién periddica concertada de conjuntos de corrientes
sindpticas, producto de la descarga periédica y sincrénica de poblaciones de neuronas. To-
do esto con el objetivo de desarrollar protocolos experimentales para estudiar fendmenos
como sincronfa neuronal (Engel y col., 2001; Varela y col., 2001), resonancia estocasti-
ca (Gammaitoni y col., 1998; Wiesenfeld, 1995; Longtin, 1993) y coherencia estocdstica
(Casado, 1997) en neuronas en rebanadas.

En la Figura 5 A (superior) se observan las corrientes de estimulacion peridica sinapti-
ca artificial (EPSA) inyectadas a una neurona piramidal de hipocampo en condicién Con-
trol por el sistema dynamic clamp, Se realizaron 11 series de estimulacion en donde se
awmentd la conductancia méxima aumentd 13.5 nS por serie (series representadas en el
eje en profundidad del grafico). En la Figura 5 B (superior) se puede observar la dindmi-
ca del potencial de membrana en respuesta a estos estimulos. El detalle de los gréficos
superiores de la Figura 5 (con lineas segmentadas) muestra con claridad la diferencia de
paradigma experimental de estimulacién con la técnica dynamic clamp en contraposicién
con el modo current clamp. Como se puede observar en la Figura 5 A (inferior), cuando no
hay descargas de potencial de accién, la corriente inyectada por el sistema dynamic clamp,
sigue un curso temporal caracterizado principalmente por la funcién alfa (ver Figura 2).
Al aumentar la conductancia mdxima y evocar descargas de potencial de accidn, el cur-

so temporal de la corriente inyectada ademds de estar caracterizado por la funcién alfa,
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Figura 5: Estimulacion periédica sindptica artificial (EPSA) mediante dynamic clamp. A) La
figura superior muestra 500 ms de la corriente EPSA de 10 s de duracién y periodo de 200 ms,
inyectada a una neurona piramidal en condicién Control por el dynamic clamp. Se realizaron 11
series de estimulacién en que se aumenté la conductancia méxima desde 1.5 nS hasta 150 nS, lo
que corresponde a un aumento de 13.5 nS por serie (eje en profundidad del grifico). La Figura
B) superior muestra la respuesta del potencial de membrana de la neurona para las 11 series de
estimulacién. Los trazos inferiores corresponden a un zoom a 12 ms de los grificos A y B, como
lo indican las lineas segmentadas.

muestra una dramdtica deflexién que sigue el curso temporal de los potenciales de accion
que se observan en la Figura 5 B) (inferior, para magnitudes de conductancias maximas

entre 75nS a 150nS). En este caso se hace evidente que la inyeccién de corriente por el

sistema dynamic clamp sigue la expresion 13 (Seccién 3.5.3). Esta ecuacion muestra que




la corriente inyectada por €l dynamic clamp, ademds de depender temporalmente de la
funcién alfa, depende del potencial de membrana de la neurona, Por lo tanto, los resulta-
dos mostrados en la Figura 5 son representativos del paradigma de estimulacion eléctrica
de la técnica dynamic clamp, en dénde la corriente inyectada puede ser tanto funcién del
tiempo como del potencial de mermbrana de la neurona.

A continuacién estudié los efectos del bombardeo sinéptico estocéstico causado por
una red neuronal activa sobre la integracién de estfmulos coherentes que simulan acti-
vidad neuronal sincronizada y periddica. Para esto apliqué el protocolo de estimulacion
mostrado en la Figura 5 en las condiciones Control, CP y EACA. La Figura 6 muestra
los registros obtenidos en un experimento representativo en una neurona con resistencia
de entrada de 81MQ (Control). Definiremos el umbral de estimulacién como la magnitud
de la conductancia méaxima de EPSA sobre la cual son evocados potenciales de accion y
bajo 1a cual no son evocados. Observamos en los grificos raster 6 D (Control) y 6 F (CP),
que en estas dos condiciones experimentales, el umbral estd en un intervalo de conduc-
tancia muy estrecho (~ 15n8S) siendo casi un valor de conductancia detel;ninada. Valores
mayores a 55uS en la condicién Control y 82 nS en la condicién CP evocan potenciales
de accién para cada estimulo, sélo observépdose variabilidad para valores muy cercanos
a lo que podemos definir como el umbral de estimulacién (raster 4 para el Control y 6

para CP), lo cual puede ser debido al ruido experimental o al ruido eléctrico intrinseco
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Figura 6: Estimulacion EPSA para condiciéon Control, CP y EACA. A, B y C muestran 600
ms del curso temporal del potencial de membrana de una neurona piramidal sometida a 11 series
de EPSA, de 200 ms de periodo y 10 s de duracién cada una, aumentando la conductancia maxima
desde 1.5 nS hasta 150 nS (eje en profundidad del grifico). A, B, C corresponden a la condicién
Control (rojo), CP (negro) y EACA (verde), respectivamente. D, E y F son gréficos raster para
las 11 series de estimulacion, numeradas en el eje vertical, en las condiciones Control (rojo), CP
(negro) y EACA (verde) respectivamente. G, H y I son histogramas de ISI entre 198 y 202 ms
para los eventos de potencial de accién ocurridos durante las 11 series de estimulacion (ancho de
bin es de 0.1ms), para la condicién Control, CP y EACA respectivamente. Los histogramas tienen
distintas escalas para ilustrar mejor los resultados.

de la neurona (Ej: fluctuaciones de corriente por debido a los canales de iones). Asi, la

respuesta neuronal en estas dos condiciones experimentales posee un umbral de estimula-
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cién relativamente bien definido. A este tipo de comportamiento de respuesta a estimuios
le llamaremos determinista, pues.el que el estimulo evoque o no potenciales de accidn,
queda determinado principalmente por la intensidad del estimulo. Es importante recalcar
que es denominado determinista, no por que el fendmeno sea totalmente determinista (ya
que en todo fenémeno macroscépico incluyendo la dindmica eléctrica de una neurona,
siempre existe ruido), si no que los efectos del ruido intrinseco o experimental no juegan
un rol determinante en la respuesta a estfmulos. Por lo tanto, en estas dos condiciones
experimentales (Control y CP) la respuesta a Ia estimulacion es determinista en el sentido
anterior. Los histogramas de los ISI para la condicién Control (Figura 6 G) y CP (Figura6
H), tienen un méximo en 200 ms y un ancho menor a 2 ms, en el cual se encuentran re-
presentados el 96% y el 94 % de los eventos, respectivamente. Esto muestra que, ademas
de existir un umbral claro por sobre el cual existe una alta probabilidad de observar des-
cargas en respuesta al estimulo y bajo el cual practicamente no se observan descargas, la
mayoria de los potenciales de accién ocurridos sobre el umbral fueron cada 200 ms, que
es el perfodo de estimulacién del protocolo, con menos de 2 ms de variabilidad entre ellos.
Por lo tanto, mis del 95% del los potenciales de accién ocurridos fueron evocados por
el estimulo con una variabilidad en el retardo de menos de 2ms, lo que quiere decir que
cuando la conductancia de estimulacion estd sobre el umbral casi para cada estimulacién

hay una descarga en estas dos condiciones experimentales. Algo inferesante de mencionar
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es que se observa un aumento del umbral de estimulacién en la condicién CP a 82 nS con
respecto a la condicién Control de 55nS, esto debido a la insercion de conductancias pasi-
vas. Se ha mostrado tanto en estudios tedricos como experimentales que €l cambio en las
conductancias pasivas puede modificar incluso cualitativamente las propiedades intrinse-
cas de una neurona (Prescott y col., 2008; Fernandez y White, 2010).

En contraste con este tipo de respuesta que hemos llamado determinista, en la Figura 6
F se observa que la respuesta neuronal en la condicién EACA no posee un umbral definido
en términos de la magnitud de la estimulacidn, existiendo al menos un potencial de accién
para casi todas las magnitudes de conductancia de estimulacién. Por otro lado a diferencia
de Control y CP, sélo el 74 % de los eventos de potenciales de accién se encuentran entre
199ms y 201ms, lo que indica que al menos un 26 % de los eventos ocurrieron al menos
2ms retardados respecto del comienzo del estimulo, existiendo mayor variabilidad en la
respuesta en esta condicién experimental con respecto a las otras.

Para entender mis claramente la respuesta a estimulos coherentes de una neurona en
condiciones experimentales que emulan la red neuronal activa, y entender cuél es el efecto
de las fluctnaciones en la conductancia y la disminucion de la resistencia de entrada por se-
parado, calculé las curvas de probabilidad de disparo para un intervalo de tiempo de 50 ms
después del comienzo de cada estimulo. En la Figura 7 A se observa en la curva Control

(r0jo) que existe una magnitud de estimulacién umbral bien definida (aproximadamente
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Figura 7: Cambios en la curva de probabilidad de disparo. A) Grifico de probabilidad de
disparo versus conductancia maxima de EPSA. La curva roja corresponde al Control, la negra a
CP y la verde a EACA. Estas curvas fueron calculadas dividiendo el nimero total de espigas en
un serie por el nimero total de estimulaciones en esa serie (para 10s de estimulacién a 5Hz, son
50 estimulaciones). B) Numero total de espigas evocadas en las 11 series para cada condicion
experimental. C) Entropia de Shannon calculada a partir de la curva de probabilidad de disparo (A)
para cada condicién experimental. D) Grifico del corrimiento de la conductancia de estimulacién

media de la condicién CP Gﬁ,‘; 12 Tespecto a la condicién Control Gﬁ’a"x’:’{’/’z, Ilamado AGE;;I:] /20

versus la proporcién de conductancia insertada con respecto a la conductancia total Gep/Gr para
tres neuronas diferentes.

55 nS) sobre la cual la probabilidad de disparo es casi para todos los casos uno y bajo la

cual la probabilidad de disparo es nula, teniendo el comportamiento esencialmente deter-
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minista antes mencionado con una forma que se aproxima a una funcién de Heaviside. La
curva CP (negro) también posee este comportamiento determinista, pero la magnitud de
estimulacién umbral aumenta a 82 nS aproximadamente, esto se observa como el corri-
miento de la curva hacia la derecha debido a la disminucién de la resistencia de entrada
producida por la insercién de conductancias pasivas. A diferencia de las otras dos condi-
ciones experimentales, 1a curva EACA (verde) ademds de un corrimiento hacia la derecha
con respecto a la curva Control, disminuye su pendiente, de modo que la probabilidad de
disparo para un rango de conductancias de entre 30 nS y 120 nS tiene valores entre 0 y 1.
Por lo tanto, ahora la curva tiene un cardcter claramente probabilistico, a diferencia de las
curvas Control y CP. Esto quiere decir que para intensidades de estimulacion entre 30 nS
y 120 nS se puede o no evocar potenciales de accién con cierta probabilidad asociada.
Para evaluar la diferencia en la capacidad de representar informacion en estas tres con-
diciones experimentales calculamos la entropia de 1a informacién de Shannon para las tres
curvas de probabilidad. En el grifico logaritmico de la Figura 7 C) se observa que la con-
dicién EACA posee entropfa al menos 5 veces mayor que la condicién CP y mas de 10
veces mayor que la condicién Control. Esto muestra que la condicion experimental EACA
tiene mayor incertidumbre con respecto a la respuesta al protocolo de estimulacién que las
otras condiciones experimentales, pero también muestra que en la condicion EACA el sis-

tema tiene mayor cantidad de estados posibles representados en el sentido de la mecdnica
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estadistica. Las posibles consecuencias operacionales de esto se discutirdn en la seccién
Discusién.

La Figura 7 B muestra el ndmero total de potenciales de accién, esto es, la suma de las
espigas para las 11 series de estimulacidn, en cada condicién experimental. La condicién
Control es la que presenta mis potenciales de accién (342) durante la estimulacién, segui-
do por la condicién EACA (239) y CP (208). Asi, en la condicién Control Ia neurona es
mds excitable con respecto a la condicién EACA y a la condicién CP. Lo que sugiere la
Figura 7 D es que este resultado es dependiente de la proporcién de conductancia pasiva

insertada con respecto a la conductancia total de la neurona ch / Gr, dénde:

Gep/Gr = —x—5 (22)

Podemos notar que el mimero total de espigas evocadas es proporcional al drea bajo la
curva de la Figura 7 A. Asf, si definimos la conductancia de estimulacion media Gazay1/2
como la conductancia mixima del estimulo para la cual la probabilidad de evocar una
espiga es 1/2, entonces curvas con mayor Gyyay,1/2 Van a estar més hacia la derecha en la
Figura en 7 A, van a tener menor area bajo la curva, y en consecuencia menor cantidad de
espigas evocadas. Tomando en cuenta esto es directo notar que a mayor Gyygy,1 /2, Menor
el mimero de espigas evocadas, ‘La Figura 7 B muestra el corrimiento de la estimulacién

: CP _ [CFP __ Control A A :
media (AG), w1/2 = Gy a1/ Gy ] /2) versus Gep/Gr para tres neuronas diferentes,

51




asi se observa que a mayor Gep / Gr mayor es el corrimiento (AGﬂ;x'] /2) y por lo tanto més
se corre la curva CP hacia la derecha, disminuyendo mais la excitabilidad en la condicién
CP con respecto a la condicién Control, para GCP/ Gr mayores. Interesantemente, estos
resultados preliminares sugieren que la excitabilidad neuronal puede ser modulada por
la relacién entre la conductancia promedio que posee la neurona debido a Ia red activa
con respecto a su conducancia intefnseca. Estos resultados son aplicables a neuronas en
estado de alta conductancia, ya que estudios tedricos computacionales muestran que la
disminucién de la ganancia (pendiente de la curve 7 A) es producido por el aumento de las
fluctuaciones de conductancia, y el corrimiento de Gyy,,,1/2 € producido por el aumento
en la conductancia promedio independientemente (H6 y Destexhe, 2000). Asi, aun cuando
1a excitabilidad también dependa de la intensidad de las fluctnaciones, el aumento de la
conductancia promedio en la condicién EACA produce el corrimiento proporcional de la
estimulacién media (AGfﬁgﬁ /2). Por lo tanto, a mayor razén entre la conductancia del
estimulo y la conductancia total (GEpsa / Gr) mayor es el corrimiento de Ia estimulacién
media (AGﬁgﬁ /2), respecto del control,

Con esto, y a la luz de la literatura, estos experimentos sugieren que la excitabilidad
in vivo depende en forma compleja de Jas fluctuaciones de conductancia debido a la des-

correlacién de los inputs sindpticos provenientes de la red activa y de la relacién entre la

conductancia promedio debido a la red activa con respecto a la conductancia intrinseca de
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1a neurona.

4.4. Buscando resonancia estocastica en estado de alta conductancia

artificial (EACA)

Como se menciond en la introduccién, el mido y 1a no linealidad de un sistema cominmen-

te son condiciones necesarias para observar un fenémeno bien conocido en fisica: resonan-
cia estocistica (Gammaitoni y col., 1998). Estas condiciones se encuentran en el sistema
nervioso en general (Rolls y Deco, 2010; Laing y Lord, 2009; Izhikevich, 2010; Ermen-
trout y Terman, 2010). Asi, situindome en el contexto de la resonancia estocistica, en esta
parte del trabajo estudié un posible efecto de la intensidad del ruido sindptico artificial
sobre la respuesta neuronal a un estimulo periédico sindptico artificial (EPSA). Todo esto,
con el propdsito de desarrollar las herramientas experimentales para entender cémo una
neurona integra la actividad periédica concertada de conjuntos de corrientes sindpticas
producidas por la actividad sincrénica de poblaciones de neuronas, al mismo tiempo que
integra corrientes sindpticas totalmente descorrelacionadas, producidas por la actividad
estocdstica de otras poblaciones neuronales. En este contexto, desarrollé procedimientos
experimentales para estudiar si existen valores de intensidad del ruido sindptico para los
cuales la respuesta neuronal a las sefiales coherentes sea 6ptima, y asi poder observar lo

que fue descrito teéricamente por primera vez por Longtin como resonancia estocéstica
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neuronal.

Para realizar este estudio desarrollé en el lenguaje de programacién C++ una rutina
computacional que integré al software RTXI, que me permiti6 variar de forma automitica
el valor de &, ¥ 6; (siendo importante recordar, como se indica en la Ecuacién 9 de la Sec-
cién 3.5.2, que para todos los experimentos desairollados en este trabajo las desviaciones
estandar estdn relacionadas por una constante de proporcionalidad). El estimulo insertan-
do fue un estimulo del tipo EPSA de conductancia constante, sub-umbral .en ausencia de
ruido sindptico y con un T = Ims. En la Figura 8 se observan cuatro registros representati-
vos de un experimento en que se varid linealmente o; desde 0 a 19.8nS en 11 series (lo que
corresponde a un aumento del.8 nS por serie). Para 6; = 0, esto es, en ausencia de ruido
sindptico, se puede observar que la respuesta neuronal a la sefial EPSA es sub-umbral, no
evocindose potenciales de accién. A medida que aumenta o; se observa mayor cantidad
de espigas que estdn en fase o apareadas temporalmente con el estimulo EPSA. En con-
comitancia con esto, 2 medida que ¢; aumenta, también se observan espigas que no estin
apareadas temporalmente con el estimulo EPSA. Para aislar el efec.to del ruido sindptico
en la aparicién aleatoria de espigas con el mismo periddo del estimulo EPSA, se realizo el
mismo experimento en ausencia de estimulacién EPSA y s6lo insertando ruido sinéptico
artificial (Control negativo).

En la Figura 9 A-F se observan los histogramas ISI para tres series cualitativamente re-
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Figura 8: Respuesta a estimulacién EPSA para distintas intensidades de ruido sindptico.
Cuatro registros de un experimento representativo en dénde se estimulé una neurona piramidal
de hipocampo insertando un estimulo EPSA y ruido sindptico artificial. Se varié linealmente la
intensidad de o; de 0 a 19.8nS en 11 series de 10s de duracion. La frecuencia de la estimulacién
EPSA fue de 5Hz, con un tau = 1ms y la magnitud de la conductancia mixima del estimulo EPSA
fue 60nS. Los registros mostrados son segmentos de 2s para cuatro series de estimulacién, con
valores de 6; de OnS, 11.9nS, 13.9nS y 19.8nS. Es importante hacer notar que el primer registro
mostrado (OnS) esta en una escala distinta para una mejor visualizacién de los datos.
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presentativas de valores de o; bajo, medio y alto, para Ia condicién con EPSA (A-C barras
amarillas) y para la condicién sin EPSA (D-F barras moradas), Para valores bajos de o; se
observa que existe ligeramente mayor proporcién de eventos en los tiempos caracteristicos
de estimulacién y sus arménicos (200ms, 400ms, 600ms) en la condicioén con EPSA que
en la condicién sin EPSA (Figura 9 A y D respectivamente). Esta situacién parece repe-
tirse para valores medios de G;, como se puede ver en las Figuras 9 B y E. Esto ya no se
observa para valores altos de G;, en donde los histogramas ISI asemejan una ley de poten-
cia (Figuras 9 C y F), Para formalizar cuantitativamente la impresion cualitiativa que nos
entregan los histogramas ISI, estudiaremos la densidad ISI (ISID), definida en la Seccidn
3.6.4, como la proporcién de los eventos en un histograma ISI que se encuentran en un
intervalo dado (£-20ms), centrado en en la frecuencia de estimulacién y los dos siguientes
armonicos.

El céleulo del ISID para la condicién con EPSA (linea amarilla continua) y sin EPSA
(Iinea morada continua) se muestra en la Figura 9 G, donde se grafica el valor de ISID
con respecto a la intensidad de] ruido G; correspondiente a cada serie. Para valores de o;
de 10 nS, ISID es notoriamente mayor en la condicién con EPSA que en la condicion sin
EPSA. Esto se invierte para valores de 6; mayores a 14nS en donde ISID en la condicion
sin EPSA es en general mayor que con EPSA. Estos resultados muestran que para valores

de o; entre 10nS y14nS, 13 % a 23 % de los ISI son del orden del periodo de estimulacién
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o sus arménicos, mientras que en ausencia de estimulacién EPSA, esto ocurre sélo para
el 10-13% de los ISI. Ademds, estos resultados muestran que para valores de 6; mayores
a 14nS, menos del 10% de los ISI estan en el orden del periodo de estimulacién o sus
armoénicos, para las dos condiciones experimentales. Todos estos resultados sugieren que
en el intervalo de intensidad de ruido 6; de 10 nS, la actividad neuronal es mds susceptible
a estar apareada temporalmente con el estimulo EPSA que cuando no hay estimulacién
EPSA, y ademads, que esta coincidencia temporal disminuye al aumentar c;.

En virtud del analisis anterior quise corroborar el grado de coincidencia temporal que
existe entre la estimulacion EPSA y las espigas que se encuentran en el ISID de la Figura
9 G . Para estudiar esto, calculé una variacién de la relacién sefial/ruido (SNR*) utilizada
en estudios computacionales sobre resonancia estocastica neuronal (Rudolph y Destexhe,
2001) y explicada con detalle en la Seccion 3.6.5. SNR* estima la probabilidad de ocu-
rrencia de una espiga en un intervalo determinado de tiempo después del comienzo del
estimulo (20ms para este andlisis) normalizado por la desviacién estdndar del potencial
de membrana. Como control negativo calculé SNR* en ausencia de EPSA, La Figura 9 H
muestra SNR#¥ en funcién de 1a intensidad del ruido sindptico ;. Se observa claramente
que SNR* para la condicién con EPSA siempre es mayor que su control negativo (sin
EPSA). Estos resultados muestran que para un mismo nivel de mido sindptico G; y ruido

en el potencial de membrana o,, en general siempre existe mayor probabilidad de que
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Figura 9: Efecto de o; en la respuesta neuronal a un estimulo EPSA. Experimento representa-
tivo. A-C) Se muestran en color amarillo tres histogramas de ISI de las 11 series de estimulacién
EPSA, correspondientes a tres valores de ©; representativos de ruido bajo (9.9nS), medio (11.9nS)
y alto (17.8nS). D-F) En color morado los histogramas ISI de 11 series en ausencia de estimulacién
EPSA, correspondientes a tres valores de 6; representativos de ruido bajo (10.6nS), medio (13.2nS)
y alto (18.5nS). En todos los histogramas el ancho de cada intervalo fue 20ms. Es importante hacer
notar que la escala del eje ordenada es distinta en cada histograma para visualizar mejor la forma
cualitativa de estos. El Panel G) muestra en lineas continuas el valor de ISID, y en lineas segmenta-
das los valores de ISTD1, ISID2 y ISID3 versus la intensidad del ruido sindptico ©; insertado. Esto
para la condicion con EPSA (amarillo) y sin EPSA (morado). H) Valores de SNR* en funcién del
ruido sindptico artificial 6;, para la condicién con EPSA (amarillo) y sin EPSA (morado).

haya al menos una espiga después de 20ms de estimulacién (condicién con EPSA ) que

la probabilidad de encontrar una espiga sélo debido al ruido sindptico (sin EPSA). Intere-
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santemente, entre 8nS y 14nS se encuentra la mayor diferencia entre ambas condiciones,
y en la condicién con EPSA SNR* puede llegar hasta casi triplicar a la condicién sin EP-
SA. Este intervalo coincide casi completamente con el intervalo en dénde ISID es mayor
con EPSA que sin EPSA. Esto sugiere que las espigas contadas para el ISID deben ser
en su mayoria evocadas hasta 20ms después del estimulo. Por otro lado, los valores de
SNR* entre 14nS y 2008 tienen comparativamente poca diferencia en las dos condicio-
nes experimentales, mostrando con esto que cuando la intensidad del ruido sindptico o;
aumenta mas alld de cierto valor, la respuesta neuronal al EPSA es similar que sin EPSA.
Esto se condice con los resultados del grifico 9 G para valores mayores que 14n3, y los
Histogramas ISI de ruido alto en las dos condiciones experimentales (Figura 9 C y F).
Todos estos resultados sugieren que in vivo existe un intervalo de intensidad de mido
sindptico en dénde es mas probable que las descargas por parte de la neurona tengan la
misma frecuencia (o armonicos) de la sefial sindptica coherente, en comparacidn a si s6lo
recibiera el bombardeo sindptico descorrelacionado. Y ademads, que para intensidades ma-
yores del bombardeo sindptico, la respuesta neuronal al estimulo coherente serd indistin-

guible de la situacién en que sélo existe el bombardeo sinéptico.
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4.5. Restitucion del régimen de disparo después del bloqueo farma-
colégico de los canales de sodio usando la técnica de dynamic
clamp

Con el objetivo de probar el funcionamiento de conductancias dependientes de poten-
cial en el sistema experimental y con propdsitos exploratorios!, desarrollé en el lenguaje
de programacién C++ una rutina computacional que integré al software RTXI para inser-
tar conductancias dependientes de potencial de sodio y potasio tipo Hodgkin y Huxley
modificadas (Richardson, 2003).

En la Figura 10 se muestran los resultados de un experimento representativo en dénde
se prueba la insercién de conductancias activas en una neurona piramidal de hipocam-
po. En este f:xperimento se sometia una neurona a un protocolo de escalones de corriente
en tres condiciones experimentales: Control, con el blogueador de canales de sodio te-
trodotoxina (TTX) v con TTX+dynamic clamp. En la condicién TTX+dynamic clamp se
insertaron conductancias dependientes de potencial tipo Hodgkin y Huxley modificadas
(Richardson, 2003). En la parte saperior de la Figura 10 se puede observar que, como es

de esperar, al bloquear farmacolégicamente los canales de sodio, la nuerona pierde la ca-

pacidad de descargar potenciales de accion frente al estimulo depolarizante. Pero, como

1Con esto me refiero a investigar los Ifmites y prestaciones del software RTXI y desarrollar mi capacidad
de implementar modelos tedricos en éste.
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Figura 10: Recuperacion del régimen de disparo después del bloqueo farmacolégico de los
canales de sodio, usando la técnica dynamic clamp. En la parte superior de la figura se muestra
los registros del potencial de membrana de neuronas piramidales de hipocampo, al ser sometidas
a un protocolo de escalones de corrientes despolarizante para tres condiciones experimentales:
Control (azul), con TTX (vino tinto) y con TTX e insertando via dynamic clamp conductancias de
sodio y de potasio (verde); condicién TTX+dynamic clamp. Los escalones de corriente que fueron
inyectados se muestran en trazos negros debajo de los registros. En el recuadro inferior izquierdo,
se muestra un detalle de las espigas en la condicién Control. En el recuadro inferior del medio, se
muestra un detalle de las espigas en la condicién TTX+dynamic clamp. En la parte inferior derecha
se muestra la corriente total inyectada por el sistema dynamic clamp.

se ve en la parte superior derecha de la Figura 10 en trazo verde, esta capacidad es resti-

tuida en la condicién TTX+dynamic clamp. Esto muestra que el sistema experimental es
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capaz de insertar éxitosamente conductancias dependientes de potencial que restauren la
capacidad de descargar espigas en la nuerona.

En Ia parte inferior izquierda de 1a Figura 10 se muestra un detalle de las espigas evo-
cadas en la condicién Control (azul) y en la condicion TTX+dyramic clamp (trazo verde).
Se puede observar que el curso temporal de las espigas de la condicién TTX+dynamic
clamp es bastante diferente a la condicién Control, siendo estas iltimas mds cortas, con
un méiximo mayor y con mds tiempo entre espiga (por s6lo nombrar algunas de las ca-
racteristicas distintas). Esto sugiere que el modelo usado (Richardson, 2003) reproduce
de manera inexacta la dindmica de las corrientes de sodio y potasio de las neuronas pi-
ramidales de hipocampo. En la parte inferior derecha de la Figura 10, se muestra en rojo
la corriente total inyectada por el sistema de dynamic clamp , para dos escalones de co-
rrientes que se muestran en la parte superior a esta Figura, Como se observa, la corriente
inyectada por el dynamic clamp sigue el curso temporal de las espigas evocadas (gréfico
superior derecha en trazo verde) lo que ilustra el nuevo paradigma que involucra este tipo
de estimulacidén dindmica.

Asi, estos resultados muestran que fue posible insertar exitosamente conductancias
dependientes del potencial en neuronas, usando la técnica dynamic clamp implementada, y
usando esta técnica, restituir el régimen de disparo de potenciales de accién de membrana,

después del bloqueo farmacolégico de Ios canales de sodio con TTX. Mediante un ajuste
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adecnado de los pardmetros de las corrientes insertadas, esperamos obtener resultados que

reproduzcan mas fielmente estos experimentos.
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5. Discusion

5.1. Lainsercién de conductancias pasivas excitatorias e inhibitorias
reduce la resistencia de entrada R;, neuronal

Insertando conductancias mediante la técnica dynamic clamp, en este trabajo se ha
logrado disminuir la resistencia de neuronas piramidales de hipocampo hasta valores ob-
servados en registros in vive (entre un 25% a un 50% de la resistencia medida in vitro),
recreando asf in vitro una caracteristica esencial del estado de alta conductancia . Es impor-
tante tener claro que debido a las limitaciones de la técnica de dynamic clamp, el aumento
de la conductancia es local y ocurre en las vecindades de la pipeta de registro, en este
caso el soma. Por lo tanto, no es posible recrear los cambios espaciales en las propiedades
eléctricas de la neurona, que se observan en el estado de alta conductancia (disminucién de
Ia constante de espacio, disminucidn local de la constante de tiemﬁo, cambio en la veloci-
dad de propagacién del potencial de accidn, etc), que como se discutié en la Introduccién,
pueden producir un cambio cualitativo en las propiedades de integracion de sefiales por
parte de la neurona. Recientes estudios muestran que tanto las dendritas (Stvart y col.,
2007) como el axén (Kole y col., 2008) pueden tener dindmicas eléctricas independientes
del soma en una misma neurona, por lo que éstos podrian realizar distintas e indepen-

dientes computaciones con la informaci6n de las sefiales sindpticas. Esto es importante de
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tener en cuenta cuando se obtienen resultados con el dynamic clamp acerca del efecto del
aumento de conductancia en las propiedades de integracién y procesamiento de sefiales
sindpticas, ya que esta técnica tiene el sesgo de cambiar la conductancia localmente y no
en la neurona como un sistema extendido.

Al usar dos métodos independientes de estimacién del cambio de la resistencia de la
neurona, se obtuvo un valor similar, con una diferencia de un 10% entre los dos métodos.
Uno de los métodos ocupa la expresi6n analitica de la Ecuacién (2) para estimar la dismi-
nucién de la resistencia en la condicién CP, y es totalmente independiente de los registros
en la condicién CP, y el otro método es el ajuste lineal de la curva del cambio de voltaje
versus la intensidad del pulso (ver Seccion 3.4). Esto corrobora el buen funcionamien-
to del método, ya que la conductancia que el sistema de dyramic clamp dice insertar, es

efectivamente la que se obtiene en el analisis de los registros.

5.2. Recreacion in vitro delas principales caracteristicas electrofisiolégi-
cas del estado de alta conductancia observado in vivo

Se han podido recrear las principales caracteristicas del estado de alta conductancia,
que son: la disminucién de la resistencia de entrada entre un 25 %-50 %, un potencial de
membrana despolarizado con un valor promedio de aproximado de -60mV y aumento de

la desviaci6n estindar del potencial de membrana en un rango de oy=2-6 mV. Ademds, se
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recred cualtiativamente bien la densidad del espectro de potencia del potencial de mem-
brana en ausencia de espigas, que ha sido observada en registros in vivo, simulaciones
biofisicamente detalladas y experimentos previos usando dynamic clamp (Destexhe y col.,
2003).

La razén entre las conductancias sindpticas excitatorias e inhibitorias artificiales in-
sertadas con la técnica dynamic clamp y la conductancia intrinseca de la neurona, define
el valor del potencial de reposo segiin la Ecuacién 3 (Seccién 3.5.1). Es sabido que en la
neocorteza (in vivo), se mantiene un balance entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias,
y este balance puede variar dependiendo del estado conductual del animal (Haider y Mc-
cormick, 2009). Por lo tanto, el potencial de reposo de la neurona in vivo depende de la
razén entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias activas que €sta recibe y su promedio
varfa en el tiempo segiin el comportamiento del animal. Esto no se puede reproducir con
el modelo fenomenoldgico de estado de alta conductancia implementado con el dynamic
clamp debido a su construccidn, en dénde el promedio de las conductancias excitatoria e
inhibitoria son pardmetros fijos.

Es importante notar que el ruido de corriente producido por la insercién conductancias
estocésticas con el sistema de dynamic clamp y el ruido de corriente inyectado con la
téenica current clamp son de naturaleza muy distinta, y tienen efectos cualitativamente

diferentes en la dindmica de una neurona. La corriente inyectada por el dynamic clamp
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en EACA depende de la conductancia, la cnal es una variable estocdstica en el tiempo, y
del potencial de membrana, que es una variable dindmica de la neurona. Por lo tanto, el
ruido de conductancias es un ruido de cardcter multiplicativo, ya que la corriente inyectada
por el dynamic clamp es el producto de una variable estocéstica (la conductancia), y una
variable dindmica del sistema (el potencial de membrana). A diferencia de esto, el ruido de
corriente inyectado con la técnica current clamp no depende del potencial de membrana
ni de ninguna variable dindmica de la neurona, por lo tanto este tipo de ruido es ciego
al estado eléctrico de la neurona, al contrario del mido de conductancia. A este tipo de
ruido se le llama mido aditivo, ya que es independiente de las variables dindmicas del
sistema, Debido al cardcter aditivo del ruido de corriente inyectada en current clamp,
este tipo de ruido no produce cambios en las propiedades intrinsecas de la neurona, ya
que las propiedades intrinsecas no dependen de la corriente inyectada. Al contrario de
esto, el ruido de conductancia produce que fluctien de manera estocéstica pardmetros
biofisicos y electrofisiolégicos que dependen de la conductancia de la neurona, como la
constante de tiempo de la membrana, el umbral de disparo o la frecuencia de preferencia
(para neuronas resonantes), y debido a que el ruido es de conductancia, también fluctia
de manera estocdstica el potencial de reposo de la neurona. Esto tiene como consecuencia
que, a diferencia del ruido eléctrico inyectado con la técnica current clamp, el ruido de

conductancia produce variaciones estocdsticas en las propiedades electrofisiologicas en €l
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tiempo, y con esto también varian de manera estocastica las propiedades de integracién y
procesamiento de sefiales sindpticas, ya que estas propiedades son muy dependientes de la

conductancia total de la neurona (Prescott y col., 2008; Prescott y Sejnowski, 2008).

5.3. En el estado de alta conductancia artifical (EACA) cambia cuali-
tativamente la respuesta neuronal a estimulos

Los experimentos de la Seccién 4.3 mostrados en la Figura 6 y 7 A) sugieren que las
neuronas in vivo, en dénde la red neuronal esta activa, tienen un comportamiento cua-
litativamente distinto a cuando estdn in vitro, teniendo una respuesta fundamentalmente
probabilistica a los estimulos a diferencia de la respuesta esencialmente determinista ob-
servada in vitro. Interesantemente, estos resultados habian sido predichos por estudios
computacionales (Hd y Destexhe, 2000). Los resultados en las Figuras 6 y 7, y también la
bibliografia mencionada, muestran que las conductancias pasivas y el ruido de conductan-
cias tienen efectos independientes en la curva de probabilidad de disparo. El aumento de
la conductancia al insertar conductancias pasivas produce que, como lo predice 1a ley de
Ohm, se necesite més corriente con respecto a la condicién control para producir la misma
diferencia de potencial en una neuona. Por lo tanto, al aumentar la conductancia pasiva de
una neurona, se necesita una mayor intensidad de corriente de estimulacién para evocar

potenciales de accién. Esta diminucién de la excitabilidad se manifiesta con corrimiento de
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la curva de probabilidad de disparo hacia la derecha, sin afectar la ganancia. Por otro lado,
el ruido de conductancia, debido a su caracteristica estocéstica, produce que una neurona
responda de manera estocistica a los estimulos, existiendo una probabilidad de disparo
asociada a un estimulo de una intensidad determinada, lo que produce una disminucion
de la pendiente en la curva de probabilidad de disparo, pero no cambia la conductancia
de estimulacion media de la curva (AGyfay,1/2 ~ 0). Asi, las conductancias pasivas tie-
nen el efecto de mover la curva de probabilidad hacia intensidades de estimulo mayores,
y ¢l ruido de conductancia tiene el efecto de disminuir la ganancia, siendo estos efectos
independientes. Es interesante tomar en cuenta que in vivo cambia tanto el promedio de
la conductancia (Steriade y col., 2001), que comesponde a las conductancias pasivas en
EACA implementado (ver Seccién 3.5.2), como la intensidad de las fluctuaciones (Haider
y Mccormick, 2009). Por lo tanto, 1a curva de probabilidad de disparo in vivo debe ser
una curva dindmica, en que cambia tanto el promedio de intensidad de estimulo como la
ganancia, dependiendo del comportamiento del animal .

Al calcular la entropia de informacién de Shannon se corrobor6 el caricter probabilisti-
co de la condicién experimental EACA, que tiene considerablemente mayor entropia que
las condiciones control y CP, y por lo tanto, mayor incertidumbre. Una interpretacion in-
teresante de estos resultados se puede obtener en el contexto de la mecénica estadistica,

dénde se hace hincapié que fendmenos que tienen mayor entropfa de informacién tie-
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nen mayor cantidad de estados posibles (Pathria, 1972). La condicién EACA tiene, por
Io tanto, una mayor cantidad de estados posibles. Esto se puede interpretar de la siguiente
manera: una neurona in vitro sélo puede dar cuenta de dos tipos de estimulos, los que estdn
bajo un estrecho rango de estimulacién, que tienen cero probabilidad de evocar espigas, y
los que estin sobre este umbral, que tienen probabilidad igual a 1 de evocar espigas. En
estas condiciones, si se quisiera inferir la intensidad del estimulo viendo la actividad de
potenciales de accién la neurona, sélo podria decidir si éste esta sobre o debajo del umbral
de estimulacién. Por otro lado como muestran estos experimentos, en el estado de alta
conductancia artificial semejante a la condicion in vivo, un estimulo dado puede evocar
o no potenciales de accién con una cierta probabilidad de ocurrencia. Asi, al hacer una
estadistica de los potenciales de accién y encontrar la probabilidad de disparo para un de-
terminado intervalo de tiem:po, es posible inferir univocamente la intensidad del estimulo,
si ésta estd en el intervalo en dénde la probabilidad de disparo es distintaa 0 o a 1. Enton-
ces, en esta condicién, es posible diferenciar distintas intensidades de estimulos asociadas
a distintas probabilidades de respuesta, y en efecto las células cuentan con mecanismos
que les permiten sensar la actividad (e.j. CMKII actiia como detector de frecuencias de
disparo). Por lo tanto, estos resultados muestran que en condiciones semejantes a con-
diciones in vivo, ademas de poseer més incertidumbre que en la condicion in vitro en

su probabilidad de disparo, una neurona es capaz de representar més informacién de las
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intensidades de estimulo en su tren de espigas.

Como se menciona en la Seccién 4.3, los resultados que se muestran en la curva 7 D)
sugieren que la excitabilidad neuronal puede ser modulada por la relacién entre conduc-
tancia promedio que posee Ia neurona debido a la red activa con respecto a su conducancia
intrinseca (condicién control). Interesantemente, este experimento preliminar sugiere que
una neurona con un valor alto de conductancia intrinseca o baja resistencia (por ejemplo
neuronas grandes) puede ser menos afectada en la disminucién de su excitabilidad con res-
pecto a una neurona con menos conductancia intrinseca o mayor resistencia (neurona mas
pequeiia) cuando la red neuronal le inserte la misma cantidad de conductancia promedio a

las dos.

54. Buscando resonancia estocistica en estado de alta conductancia
artificial (EACA)

Con los datos experimentales obtenidos en este trabajo no se puede decidir si existe
o0 no resonancia estocdstica en las neuronas piramidales hipocampales debido a que la
cantidad de experimentos hechos (2 experimentos) y la poca resolucién de valores de
Oy, para el miximo de SNR*. Sin embargo este no era el objetivo de este trabajo, sino
desarrollar las técnicas experimentales para poder estudiar fenémenos de este tipo. Aun

asf, s¢ encontrd que existe un efecto de la intensidad del mido sindptico en la respuesta
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neuronal a estimulos coherentes sub-umbrales para un cierto intervalo del ruido sindptico
artificial. Se observé que estimulos de conductancia coherentes con efectos sub-umbrales
en la condici6n control, tenfan cierta probabilidad de evocar espigas en presencia de ruido
sindptico artificial, y producfan un cambio perceptible en la probabilidad de disparo a
frecuencia cercanas a la frecuencia de estimulacién o arménicos de ésta. Todo esto sugiere
que el ruido sindptico en condiciones in vivo (estado de alta conductancia) tiene el efecto
de amplificar sefiales sindpticas débiles, produciendo que éstas puedan ser representadas
en trenes de potenciales de accién por parte de la neurona.

En este contexto, seria interesante estudiar con mds detalle el intervalo dénde la inten-
sidad del ruido tiene un msiximo en SNR*, y con esto encontrar la firma cualitativa del
fenémeno de resonancia estocéstica, ya que en los experimentos hechos no se tiene la re-
solucién adecuada de valores de G, para establecer el méximo. Por otro lado, otro estudio
interesante de realizar es cuantificar el efecto de la frecuencia de la sefial en el SNR* en
presencia de ruido sindptico artificial, y en conjunto con esto explorar c6mo neuronas con
distintas propiedades intrinsecas representan en trenes de potenciales de accidn sefiales

sindpticas coherentes de distintas frecuencias en EACA.
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5.5. Restitucién del régimen de disparo después del bloqueo farma-
colégico de los canales de sodio usando la técnica dynamic clamp

Aungque debiese ser posible restituir el disparo de potenciales de accién de membrana
después de la aplicacién de TTX insertando sélo conductancias de sodio dependientes de
potencial (Milescu y col., 2008), en estos experimentos exploratorios fue posible evocar
s6lo espigas tinicas, pero no evocar el disparo sostenido de potenciales de accién. Lo dlti-
mo se logro al insertar ademds conductancias de potasio dependientes del potencial. Esto
sugiere fuertemente que el modelo usado (Richardson, 2003) reproduce de manera insu-
ficiente la dindmica de la corriente de sodio de las neuronas piramidales de hipocampo.,
Por lo tanto, para reproducir la dindmica de esta corriente se debe cambiar los pardmeiros
del modelo o cambiar el modelo que reproduce las conductancias de sodio responsables
del potencial de accién en las neuronas piramidales de hipocampo. Una aproximacion
interesante de implementar es 1a hecha por Milescu y col. en 2008, que usando la técni-
ca dynamic clamp encuentra los pardmetros de un modelo biofisico de conductancia de
muchos estados en tiempo real.

En todo caso, es importante recalcar que estos resultados preliminares muestran que es
posible inyectar conductancias dependientes de potencial con la técnica de dynamic clamp

implementada.
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6. Conclusion

En este trabajo se logré implementar éxitosamente Ia técnica dynamic clamp y desa-
rrollar un conjunto de procedimientos experimentales (ver Apéndice B) para recrear y
estudiar in vitro, el estado de alta conductancia (Destexhe y col., 2003) observado in vivo.
Con esto se logré recrear las principales caracteristicas del estado de alta conductancia
que han sido observados en registros in vivo.

Los estudios hechos en este trabajo sugieren que en condiciones in vivo la excitabi-
lidad de las neuronas dependeria de al menos dos factores: las fluctuaciones debido a la
descorrelacién de los inputs sindpticos provenientes de la red activa y la relacién entre la
conductancia promedio debido a la red activa con respecto a ]a conducancia intrinseca de
la neurona. Interesantemente, estos estudios también sugieren que en condiciones en que
la red neuronal estd activa y existen fluctuaciones del potencial de membrana, una neurona
es capaz de representar mds informacién de las intensidades de un estimulo en su tren de
espigas. Los estudios hechos en este trabajo también sugieren que €l ruido sindptico del
estado de alta conductancia tiene el efecto de amplificar sefiales sindpticas débiles, impli-
cando que estas puedan ser representadas en trenes de potenciales de accién por parte de
1a neurona. Todas estas conclusiones fueron obtenidas a partir de experimentos explora-
torios que tenfan como objetivo probar la técnica de dynamic clamp implementada y los

protocolos experimentales desarrollados. Se necesitan més y mejores experimentos para
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P (S

afirmar estas conclusiones con mayor robustez.

Asi, 1a implementacién de la técnica dynamic clamp y el desarrollo de protocolos de
estimulacién de dynamic clamp para estudiar el ruido sindptico y para insertar conduc-
tancias activas, ademdas de mostrar resultados preliminares interesantes y de relevancia en
neurofisiologfa, abren una nueva gama de posibilidades de nuevas investigaciones en el

laboratorio de Fisiologia Celular.
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A. Descripcién matematica de las conductancias activas
tipo Sodio y Potasio insertadas usando la técnica dy-

namic clamp

Las corriente inyectada con el sistema dynamic clamp en la condicién TTX+dynamic

clamp fue:

ToClamp = Tec + gnam(e)*h(e) (V — Via) + gxn()*(V — Vi) (23)

Dénde las variables dindmicas m(z), h(t) y n(t) fueron obtenidas resolviendo las ecua-
ciones diferenciales ordinarias de primer orden que describen su dindmica. Esto realizado
a las velocidades de registro descritas en la seccién 3.3.2 en tiempo real durante el experi-

mento, Las ecuaciones son:

R @

Al 9
_ ne(V)—n

T T @0

En donde:
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Y por dltimo:
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En los experimentos mostrados en este trabajo se usaron valores para los potencia-
les de inversién y conductancias méximas de: Vy, = 50mV, Vx = —77mV, gy, = 30nS
¥ gk = 15n8. El cddigo de los protocolos desarrollados en C++ e integrado al software
RTXI, correspondientes a las corrientes tipo Sodio y tipo Potasio, se encuentra en el CD

adjuntado al documento escrito de este seminario de titulo.

B. Codigos de los protocolos de estimulaciéon desarrolla-

dos y que fueron integrados al software RTXI

En este apéndice son adjuntados en un CD los c6digos en de los protocolos de estimu-
lacién dindmica desarrollados por mi en C++, y que luego fueron integrados al software
RTXI. Lo que esta presente en €l CD son los archivos . cpp, los archivos de definiciones
.h y el archivo Makefile necesarios para integrar el protocolo en el software RTXI. Es-
pero que estos protocolos estén pronto disponibles de disposicién libre en la pagina web
del software RTXI. Aun asf, desde ahora estos son de libre uso y est4n protegidos por una

licencia GNU (General Public License).
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