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Resumen

No ha sido sino hasta recientemente que se han desarrollado
técnicas que permiten estudiar un gran numero de neuronas
simultdneamente, tanto in vitro como in vivo. Para el registro de
rebanadas, in vitro, se han desarrollado matrices de alta densidad
de microelectrodos (4096 en 4 mm?) con tecnologia CMOS. Debido a
la novedad de esta técnica, nuestro grupo de investigacidén ha
desarrollado una serie de herramientas que permiten, a partir de
registros extracelulares, determinar la anatomia del hipocampo a
partir de la actividad captada por los electrodos. Esto permite el
analisis correlacional de la actividad en funcion del espacio y
tiempo con muy alta resolucidén. En este trabajo de tesis,
desarrollé una serie de herramientas que permiten avanzar, con
mayor precisién estas tareas. Estas herramientas permiten: a)
discriminar la senal, celular o de campo, con respecto al ruido,
b) determinar el numero y tipo de células registradas
clasificandolas por 1la morfologia de los potenciales de acciodn
extracelulares; c¢) determinar 1la variacién de 1la actividad
multiunitaria o de campo en diferentes condiciones farmacolégicas;
d) definir la coactivacién de células y su posicidén que nos
permite deducir 1la presencia de ensambles neuronales y la
actividad de red.

En este trabajo de tesis abordo cada paso del andlisis con la
intencién de mostrar que esta nueva tecnologia permite estudiar
las propiedades emergentes de las redes neuronales. En particular,
los métodos aqui discutidos pueden ser escalados a diferentes
sistemas de registro con menor o mayor cantidad de electrodos,
desde tetrodos hasta matrices de 4096 electrodos. Nuestra
metodologia ha sido disefiada para usarse en el andlisis de senales
obtenidas con matrices de alta densidad que, por ser el sistema
con mayor densidad de microelectrodos del mercado, permite
estudiar la propagaciéon de informacién en el hipocampo con una
alta resolucion espacio-temporal.



Abstract

It has not been until recently that techniques have been developed
that allow a large number of neurons to be studied simultaneously,
both in vivo and in vitro. For the registration of slices, in
vitro, arrays of high density microelectrodes (4096 in 4 mm2) with
CMOS technology have been developed. Due to the novelty of this
technique, our research group has developed a series of tools that
allow, from extracellular records, determine the anatomy of the
hippocampus from the activity captured by the electrodes. This
allows the correlational analysis of the activity based on space
and time with very high resolution. In this thesis work, I
developed a series of tools that allow these tasks to be advanced
with greater precision. These tools allow: a) discriminate the
signal, cellular or field, with respect to noise, b) determine the
number and type of cells recorded by classifying them by the
morphology of the extracellular action potentials; c) determine
the variation of multi-unit or field activity in different
pharmacological conditions; d) define the coactivation of cells
and their position that allows us to deduce the presence of
neuronal assemblies and network activity.
In this thesis I approach each step of the analysis with the
intention of showing that this new technology allows to study the
emergent properties of neural networks. In particular, the methods
discussed here can be scaled to different recording systems with a
smaller or greater number of electrodes, from tetrodes to matrices
of 4096 electrodes. Our methodology has been designed to be used
in the analysis of signals obtained with high density matrices
that, being the system with the highest density of microelectrodes
in the market, allows us to study the propagation of information
in the hippocampus with a high spatio-temporal resolution.



Introduccion

La formacidon hipocampal es una estructura cortical que forma parte
del sistema 1limbico y que integra informacidén proveniente de
diferentes estructuras cerebrales. Funcionalmente se ha
relacionado con tareas cognitivas como la navegacion espacial,
procesos de aprendizaje y formacién de memoria (Scoville y Milner,

1957; Squire y Zola, 1996; O'keefe, 1976).

Alteraciones de la estructura y funcionamiento del complejo
corteza entorrinal-hipocampo se han relacionado con procesos
patolégicos como la esquizofrenia, la depresién (Sheline y cols.,
2002), la enfermedad de Alzheimer (Jack C. y cols, 1998) y 1la
epilepsia (Babb, 1999; Magloczky y Freund, 2005).

La formacidén hipocampal comprende a la corteza entorrinal, el
parasubiculum, el presubiculum, el subiculum, el Giro Dentado y el

hipocampo. Figura 1

La principal entrada de informacidn al hipocampo es 1la corteza
entorrinal, a la que llegan fibras aferentes de diversas areas
corticales (Burwell y Amaral, 1998). De esta regidn, las neuronas
de la capa II dan origen a la via perforante, que atraviesa el
subiculum y termina en el Giro Dentado y el area CA3 del

hipocampo.
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El drea llamada cuerno de ammon (CA), se subdivide en 3 regiones

CA1-CA3 (Lorente de N6, 1934) y cada una se divide en las

Figura 1 Formacion hipocampal. (A) Ejes septo-temporal 'y
transversal de 1la formacién hipocampal. (B) Seccién horizontal
tefiida con Nissl. (C) Esquema que muestra las varias regiones,
capas y areas de la formacion hipocampal. (D) Seccidn tefiida con
sulfuro de plata de Timm. al, alveus; CE, corteza entorrinal; cg,
capa granular del Giro Dentado; c<m, capa molecular del Giro
Dentado; cp, capa piramidal del hipocampo; fh, fisura hipocampal;
Giro Dentado, Giro Dentado; h, hilus o capa celular polimérfica;
ha, haz angular; Para, parasubiculo; Pre, presubiculo; sl, stratum
lucidum de CA3; so, stratum oriens del hipocampo; sr, stratum
radiatum del hipocampo; sl-m, stratum lacunosum moleculare del
hipocampo; Numeros romanos: areas corticales. Barra en B = 500
micrémetros, aplicar para los paneles C y D (Tomado de Amaral y
Lavenex, 2007).

siguientes capas: alveus, stratum oriens, stratum piramidale,
stratum radiatum y stratum Llacunosum-moleculare. Adicionalmente,

en la region CA3 se encuentra el stratum Llucidum, localizado entre
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los stratum piramidale y radiatum (Forster y cols., 2006; Amaral y
Witter, 1989).
El Giro Dentado a su vez se divide en tres capas: stratum

moleculare, stratum granulare y el hilus o capa polimérfica.

Giro Dentado
El Giro Dentado estd compuesto por tres capas: stratum moleculare,

stratum granulare y el hilus o capa polimodrfica.

El stratum moleculare se divide en proximal, medial y superficial
y en él se encuentran las dendritas de las células granulares, las
células principales del Giro Dentado. Esta capa contiene pocas
interneuronas GABAérgicas y algunas colinérgicas (Blaker y cols.,
1988; Frotscher y cols., 2000; Romo-Parra y cols., 2003). Ademas,
contiene axones provenientes de las células piramidales de la capa
IT de la corteza entorrinal, que en su conjunto son conocidos como
via perforante. Liberan glutamato como neurotransmisor y terminan
en la capa molecular medial y superficial del Giro Dentado. La
capa molecular proximal (mas cercana al soma) recibe la entrada de
fibras comisurales de asociacién provenientes de las células

musgosas en el hilus (Andersen, 2007).

Bajo la capa molecular se encuentra la capa granular, formada por
los somas de las células granulares. Las capas molecular y
granular forman una estructura en forma de U en el hipocampo
ventral, o V en el hipocampo dorsal. En el area que encierra la
capa granular se encuentra la capa celular polimérfica o hilus.
Las células en esta ultima capa son variadas. Incluyen células
musgosas que son glutamatérgicas y una amplia variedad de
interneuronas GABAérgicas. Estas interneuronas, asi como 1las

células musgosas inervan a las células granulares.



Fibras Musgosas

Los axones de las células granulares se denominan fibras musgosas,
son amielinicas y tienen tres tipos de terminaciones: 1) 1los
botones gigantes, 2) las extensiones filopoidales que se originan
en los botones gigantes, y 3) las varicosidades en passant. Los
botones gigantes tienen un tamano de 4 a 8 microdmetros y terminan
en las células musgosas del hilus y en las células piramidales de
CA3, mientras que las extensiones filopoidales y las varicosidades
en passant (2-3 micrdémetros) inervan a interneuronas del hilus y
CA3 (Acsady y cols., 1998). Las fibras musgosas corren a lo largo
del area CA3, en el stratum lucidum, donde hacen sinapsis con las
dendritas apicales de las <células piramidales. Una célula
piramidal del area CA3 puede recibir hasta 50 entradas sinapticas
provenientes de las fibras musgosas (Amaral y cols., 1999;
Claiborne y cols., 1986), mientras que las interneuronas reciben
hasta 50 veces mas contactos de las fibras musgosas comparado con
las células piramidales de CA3 (Acsady y cols., 1998). Es por ello
que se ha propuesto que los principales blancos sinapticos de las
fibras musgosas son las interneuronas y no las células piramidales
de CA3.

Las fibras musgosas en el roedor adulto son glutamatérgicas, sin
embargo, bajo condiciones de hiperexcitabilidad y durante el
desarrollo, también liberan GABA como neurotransmisor (Gutiérrez,

2016).

Hipocampo

El hipocampo se divide en tres areas: CAl, 2 y 3. Sus células
principales son las células piramidales, cuyos somas forman la
capa piramidal que se extiende a todas las areas del hipocampo.
Por encima de la capa piramidal se extienden tres estratos: el

Stratum Lucidum, que correspondiente unicamente al area CA3, el
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Stratum radiatum y el Stratum Lacunosum moleculare. En estos
estratos se encuentran las dendritas apicales de 1las células
piramidales. Por debajo de 1la capa piramidal se extiende el
Stratum oriens y el Stratum alveus. En estos estratos se
encuentran las dendritas basales y axones de 1las <células

piramidales.

Las dendritas de las células piramidales del area CA3, como las
del area CAl, contienen espinas dendriticas. A diferencia de otras
neuronas del hipocampo y neocorticales, las células del area CA3
poseen un tipo peculiar de espinas dendriticas 1llamadas
excrecencias espinosas que pueden tener de 1 a 16 ramificaciones
con el mismo origen dendritico. Usualmente estas espinas estan
rodeadas por un solo botdon sindptico gigante proveniente de las
fibras musgosas que puede establecer sinapsis con multiples
ramificaciones de la misma o varias excrecencias espinosas de la

misma dendrita (Acsady y cols., 1998).

Diversos estudios sugieren que las células piramidales en el
hipocampo son anatémica y funcionalmente heterogéneas (Li y cols.,
1994; Witter, 2007). En el hipocampo dorsal, por ejemplo, éstas
tienen un diametro de aproximadamente 20 um, mientras que en el
hipocampo ventral tienen un didmetro de aproximadamente 30 pum,
ademas de arboles dendriticos y axonales mas extensos (Turner vy
cols., 1995). En el eje transversal también hay diferencias en la
morfologia y conexiones de las células piramidales de CA3. En CA3
proximal, el arbol dendritico es menos extenso y no entra en el
Stratum Lacunosum moleculare, mientras que en CA3 intermedio y
distal, éste es mas extenso y llega hasta el Stratum Lacunosum
moleculare. No hay una correspondencia entre 1la extensidn del

arbol dendritico y la extensidon del arbol axonal. Las células
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piramidales de CA3 proximal, por ejemplo, presentan los arboles

axonales mas extensos.

Las células piramidales del hipocampo también se encuentran
inervadas por una variedad de interneuronas, y mientras que las
primeras se encuentran organizadas en una sola capa, éstas ultimas
no tienen una organizacion aparente y se encuentran distribuidas
en todas 1las adreas y estratos del hipocampo. Conforman
aproximadamente el 10 por ciento de todas 1las células en el
hipocampo y presentan una gran diversidad morfoldgica y funcional

(Freund y Buzsaki, 1996; Somogyi y Klausberger, 2005).

Las fibras recurrentes y comisurales terminan en 1las dendritas
basales asi como en el resto de los segmentos de las dendritas
apicales. Esto se conoce como las colaterales de asociacion de CA3
(Ishizuka y cols., 1990; Li y cols., 1994). Esta extensa red de
conexiones recurrentes ha dado pie a hipdétesis del funcionamiento
del area CA3 como una red auto-asociativa 1involucrada en el
almacenamiento y evocacién de la informacién (Bennett y cols.,
1994; Rolls, 1996). Un efecto secundario de esta extensa
interconectividad es que el drea CA3 es altamente excitable y
susceptible de generar actividad epiléptica cuando la inhibiciodn

se suprime.

Por otro lado, los axones de las células piramidales de la parte
proximal de CA3 (la mds cercana al Giro Dentado) se arborizan
extensamente en el hilus, haciendo contacto con interneuronas y
células musgosas que, a su vez, hacen sinapsis con 1las células
granulares del Giro Dentado, por lo cual se ha sugerido que hay
una proyeccién de CA3 hacia el Giro Dentado (Scharfman, 1994a,

1996; Scharfman, 2007; Ortiz et al., 2018). Finalmente, hay
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diversas interneuronas que modulan la transmisién sinaptica en el

circuito (Acsady y cols., 1998).

El area CA3 del hipocampo es wuna regidén crucial para el
procesamiento de informacién en el cerebro, pues las células de
esta region pueden modificar la informacidén entrante a través de
sus conexiones recurrentes y transmitir el mensaje modificado al
area CAl. La informacidén proveniente de la corteza entorrinal es
transmitida a las dendritas apicales distales de CA3 directamente
a través de la via perforante e indirectamente a través de las
células granulares del Giro Dentado, cuyos axones (fibras
musgosas) terminan en la segmento proximal de las dendritas
apicales (Lee y Kesner, 2004; Myers y Scharfman, 2011). La
evidencia experimental indica que 1la corteza entorrinal es
necesaria para la evocaciéon de informacidn, mientras la proyecciodn
de Giro Dentado a CA3 es esencial para 1la codificaciéon de
informacién (Lassalle y cols., 2000; Lee y Kesner, 2004; Rolls,

1996; Treves y Rolls, 1992, 1994).

Sinapsis formadas por las fibras musgosas en el area CA3

Estudios realizados en roedores han mostrado que existen
gradientes anatdomicos a lo largo del eje transversal de CA3, que
pudieran tener consecuencias funcionales. Las neuronas de la parte
proximal de CA3 reciben entradas de las fibras musgosas de ambas
hojas del Giro Dentado, supra e infra piramidal. Las zonas
intermedia y distal de CA3 reciben entradas de las fibras musgosas
solo de la hoja suprapiramidal (Claiborne et al., 1986; Witter,
2007).Las neuronas de la regidén CA3 proximal, particularmente
aquéllas rodeadas por las hojas del Giro Dentado, reciben entradas

de la via perforante (Ishizuka et al., 1990, 1995; Witter, 2007).
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Las neuronas de esta ultima regién, no contribuyen a las
colaterales recurrentes que van a las zonas intermedias vy
distales, pero proyectan hacia atras, al hilus y a si mismas. Las
neuronas de la zona intermedia y distal proveen colaterales
recurrentes a lo largo de todo el eje transversal de CA3, pero las
proyecciones al area proximal presentan menor actividad

(Ishizukaet al., 1990; Li et al., 1994; Witter, 2007).

La sinapsis formada entre las células piramidales de CA3 y las
fibras musgosas del Giro Dentado ha sido considerada como una
sinapsis “detonadora”, en referencia a la idea de que el disparo
de una sola célula granular es suficiente para hacer disparar a
una célula piramidal de CA3 (Brown and Zador, 1986; McNaughton and
Morris, 1987; Andersen and Loyning, 1962; Guzman y cols, 2016)

Sin embargo, la formacidén de un potencial de accidén por parte de
las células piramidales de CA3 no es un evento simple, ya que
depende de la actividad previa de la célula, los cambios recientes
en el potencial de membrana y 1la proporcidén de entradas
inhibitorias y excitatorias que reciben (Koch y cols., 1995;

Mainen y cols., 1995; Stevens y Zador, 1998).

Las células granulares se generan de manera continua durante toda
la vida en los roedores (Altman y Das, 1965; Cameron y McKay,
2001; Ming y Song, 2011). Se ha sugerido que las células generadas
en el adulto contribuyen al proceso de separaciéon de patrones,
como se describe abajo (Vivar y van Praag, 2013).

En general, 1las células granulares de nueva formacidén reciben
entradas de células granulares maduras, proyecciones retrogradas

directas del 4area CA3, e 1inervacidon desigual de 1la corteza
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entorrinal lateral y medial. Estas regiones de 1la corteza
entorrinal proveen diferentes tipos de informacidén. Las entradas
mas robustas que provienen de la corteza entorrinal lateral llevan
informacion sobre signos externos y contextuales, 'y sus
proyecciones al Giro Dentado se asocian al procesamiento de 1la
informacion no ambiental, mientras que 1la zona medial provee

informacidén sobre la posicidén espacial (Vivar y van Praag, 2013).

Los patrones de entrada son la representacion de la actividad de
un subgrupo de axones de la via perforante, almacenados en CA3 via
sinapsis plasticas entre células piramidales. Los patrones
almacenados son transmitidos por co-actividad en estas células
piramidales, apoyando la idea de 1los ensambles celulares
propuestos por Hebb en 1949. Para almacenar nuevos patrones y su
posterior recuperacioén, la mayoria de los modelos computacionales
de CA3 asumen la presencia de senales de entrenamiento, entradas
que son 1lo suficientemente fuertes para disparar actividad
postsinaptica y a su vez plasticidad de largo plazo entre células
postsinapticas y otras células presinapticas coincidentalmente

activas.

Ha sido especulado por mucho tiempo que las fibras musgosas, las
cuales forman sinapsis extraordinariamente 1largas y fuertes con
las dendritas apicales de las células piramidales de CA3, podrian
servir como senales de entrenamiento. Evidencia experimental que
apoya esta idea viene de registros fisioldégicos en 1los cuales,
trenes de espigas en una sola fibra musgosa pueden provocar que
una piramidal postsinaptica de CA3 alcance su umbral de disparo

(Henze D, et. al, 2000).
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De acuerdo con esto, la entrada de la corteza entorrinal a través
de la via perforante tiene sus blancos en las células piramidales

de CA3 directamente, e indirectamente via las fibras musgosas.

Las células granulares generalmente presentan escasa actividad,
sin embargo, esa escasa actividad alcanza las fibras musgosas, y
es lo suficientemente fuerte para evocar una actividad
postsinaptica en 1las células piramidales con 1las que conecta,
permitiendo el reforzamiento de 1las sinapsis entre esas células
piramidales y sus entradas entorrinales coactivas, almacenando el

patron.

Posteriormente, si se presenta una version incompleta o “ruidosa”
del patron almacenado, 1la actividad de las células piramidales de
los patrones previamente reforzados puede generar una
reintegracién o completar el patrén segin lo almacenado (proceso
denominado pattern completion en inglés). Evidencia experimental
que sostiene esta idea es que el hipocampo esta relacionado (y
especificamente CA3) con comportamientos que requieren el
reconocimiento de estimulos familiares, y eso permite asumir que
se requiere la capacidad de completar patrones en base a las

representaciones neurales almacenadas. (Scharfman 2015)

Ademas del rol de sehal de entrenamiento asociada, muchos modelos
también proponen que el Giro Dentado realiza un procesamiento
previo de las entradas de la corteza entorrinal, realizando una
separacion de patrones, alterando las representaciones de patrones
de entrada para hacerlos escasos y disminuir el sobrelapamiento.
Esto facilita el subsecuente almacenamiento y recuperacion en CA3.

Los datos experimentales que apoyan esta idea, implican al Giro
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Dentado en tareas que requieren estimulos similares que deben ser

separados. (Scharfman, 2015).

Numerosos estudios han aportado evidencia que soporta estas
funciones propuestas para el Giro Dentado y el area CA3, pero la
mayoria de ellos son estudios conductuales indirectos o estudios
fisiolégicos que no miden directamente la correlacidén entrada-
salida que es requerida para demostrar esta hipdtesis. (Santoro,

2013; Yassa y Stark, 2011).

Estudio de los patrones de conexién entre el area CA3 y el giro
dentado

Se han utilizado diversos enfoques para estudiar un posible orden
0 patrdn de conexidén entre estas areas, en vias de demostrar una
compartimentalizacidon que explique la distribucidn de tareas

asociadas a las diversas regiones.

Neunuebel Y Knierim (2014) presentaron evidencia directa de
separacion de patrones en el Giro Dentado, y
complementacion/generalizacion de patrones en CA3, en un estudio
en el cual CA3 produce un patron de salida similar a 1la
representacion originalmente almacenada cuando se presenta una
sefal incompleta desde el Giro Dentado (Neunuebel y Knierim,
2014). En ese estudio, los registros de CA3 fueron confinados a la
regioén intermedia y distal. Sin embargo, una parte importante que
tomar en cuenta, es el hecho de que las propiedades estructurales
en las que se basa este estudio, mencionadas previamente como
caracteristicas generales, se mantienen en el nivel estructural de
la red, sin tomar en cuenta los aspectos funcionales ni efectivos,
que no necesariamente deben corresponder a 1las caracteristicas

anatomicas descritas para explicar las funciones emergentes.
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Claiborne y colaboradores en 1986 realizaron un mapa estructural
de las proyecciones de los axones de las células granulares del
Giro Dentado, utilizando microscopios computarizados. Inyectaron
intracelularmente peroxidasa de rabano dentro de las células
granulares en rebanadas de hipocampo de rata (Claiborne y cols.,
1986) para identificar a las fibras musgosas en su camino hacia
CA3. Con esta técnica, se observd un patrén espacial de
proyecciones de las fibras musgosas al area CA3, que se muestra a
continuacién. Las proyecciones de las células granulares de 1la
hoja infrapiramidal del Giro Dentado, proyectan hacia la regiodn
CA3 proximal. Y las proyecciones provenientes de 1la hoja
suprapiramidal, avanzan directamente sobre el stratum radiatum
hasta alcanzar el strutum Llucidum, hacia la parte media y distal
de CA3. Posteriormente, Galimberti y col. (2010) describieron 1la
posicidén tanto del cuerpo como de las arborizaciones axonales de
células granulares del Giro Dentado, tanto in vitro como 1in vivo,
usando microscopia para seguir el curso temporal del cultivos
organotipicos de rebanadas de hipocampo de roedores, que sobre
expresaban la proteina fluorescente verde membranal (mGFP por sus
siglas en inglés) in vitro, e induciendo 1la expresién de mGFP
mediante transduccidn de lentivirus en células granulares de una
subregién del Giro Dentado (ej., hoja infrapiramidal). Esto les
permitié seguir las trayectorias de proyeccién de 1las fibras
musgosas. Utilizando ambas metodologias, Galimberti y col.
observaron un patréon de distribucidn espacial de las proyecciones

anatémicas (Galimberti y cols., 20190).

Al contrastar los hallazgos de este estudio con aquellos descritos
por Caliborne en 1986, se observa que el patron de proyeccion

espacial es consecuente, manteniendo 1la hoja infrapiramidal
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proyecciones preferentemente hacia la regién CA3 proximal, y la

hoja suprapiramidal preferentemente proyecta hacia la zona distal.

La informacidén que se posee sobre las funciones del area CA3 y su
comunicacion con el Giro Dentado y con otras estructuras de la
formacion hipocampal, provienen de estudios 1in vivo e 1in vitro
registrando potenciales de campo locales o registros de célula
unica, monitoreando el potencial intracelular de una neurona, o de
algunos cientos con 1la microscopia de 2-fotones. Esto implica
mediciones directas de la actividad celular, pero que solo son
posibles a pequena escala. Este tipo de enfoque excluye 1la
deteccion de 1la actividad neuronal en regiones adyacentes, no
exhiben evidencia de 1la propagacion de la actividad neuronal a

través del circuito neuronal completo.

Es crucial poder combinar una descripcion detallada de 1los
patrones de conexidén anatdémicos, con los parametros fisioldgicos
necesarios para establecer como las propiedades funcionales de 1la
red emergen de que configuracion estructural a escala celular

(Ullo et al, 2014).

El wuso de técnicas que permitan obtener informacién de 1la
actividad neuronal en multiples areas, registrando cientos de
células simultaneamente significa lograr registros
electrofisiolégicos de alta resolucidén a gran escala, aumentando
el area de registro y manteniendo la resolucidn espacio temporal.
Esto asegura alta fidelidad en 1la dinamica de red observable

(Ferrea et al, 2012).

La implementacién de arreglos de micro electrodos (MEAs por sus

siglas en inglés), o MEA de alta densidad (HD-MEA) con 4096
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microelectrodos, introducidos por Berdondini y col. (2009)

permiten registrar simultaneamente la actividad eléctrica de miles
de neuronas con una resolucidon temporal de sub-milisegundos vy
espacial, a nivel de célula dunica. Esta técnica esta en uso
actualmente en el laboratorio donde fue realizado este trabajo de

tesis.

Justificaciodn

La informacion existente sobre los patrones de conexidn entre las
células granulares del giro dentado con las células piramidales e
interneuronas del drea CA3 del hipocampo ha sido limitada al
arreglo espacial descrito con técnicas anatdmicas. Sin embargo, el
posible patrdn espacial de conexiones funcionales entre estas dos
estructuras no se conoce (Jonas 2016 - 2017??; Ortiz et al.,
2018). Para identificar patrones de conexiones neuronales se
requiere de wuna estrategia experimental que permita obtener
informacion fidedigna del disparo neuronal del mayor numero de
células posible. Actualmente contamos con la posibilidad de hacer
registros electrofisioldgicos de miles de neuronas
simultdneamente, con lo que serd posible determinar si hay algun

patron de conexidén funcional entre el giro dentado y la zona CA3.

Hipdétesis

A partir de 1la informacién que sugiere que existe un arreglo
anatomico en 1las proyecciones del giro dentado al area CA3
proponemos que existe un patrdon topolégico de conexiones
funcionales de 1las células granulares del giro dentado con las

células piramidales del area CA3 del hipocampo.



Objetivo General

Identificar patrones espaciales de las conexiones funcionales de
las células granulares del giro dentado con el area CA3 del

hipocampo.

Objetivos especificos

- Determinar el estado de actividad de los electrodos de la matriz
de multielectrodos de alta densidad, aplicar algoritmos de
deteccion para separar aquéllos con actividad fisiolodgica vy

descartar electrodos defectuosos o saturados.

- Detectar potenciales de accion extracelularmente captados por
los electrodos correspondientes al Giro Dentado y CA3 del

hipocampo.

- Determinar el numero de células registradas en cada region

aplicando métodos de clasificacion de los potenciales de acciodn.

- Determinar si la actividad unitaria registrada presenta patrones

espacio-temporales entre las regiones Giro Dentado y CA3.

Material y Métodos

Preparacién in vitro

Se usaron ratas Wistar de 25 a 30 dias de edad que fueron
anestesiadas con fenobarbital sdédico (50 mg/kg). Las ratas fueron
decapitadas y el cerebro fue removido rapidamente y colocado en

liquido céfalo-raquideo (LCRA) con sacarosa a 4° C. La composiciodn
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del LCRA fue la siguiente (en mM): sacarosa, 210; KCl, 2.8; MgS0,,
4; NaH,PO4, 1.25; NaHCO;, 26; glucosa, 10; CaCl,, 1; y MgCl,, 1; a

4° C; pH 7.35 mantenido en burbujeo constante de carbdégeno (0,
95%; CO,, 5%). Posteriormente se prepararon rebanadas horizontales
de hipocampo ventral de 350 micrdometros de espesor con un
vibratomo (Leica VT1200) manteniendo el cerebro sumergido en el
LCRA. Tras 1la obtencion de 1las rebanadas, éstas fueron
transferidas a un contenedor con pozos individuales e incubadas a
372 C con LCRA oxigenado con la siguiente composicién (en mM):

NaCl, 129; KC1l, 3; NaH,PO4, 1.25; MgS0O,, 1.8; CaCl,, 1.6; glucosa,

10; y NaHCOs;, 20; pH 7.35, hasta ser usadas para los registros

electrofisioldgicos.

| [ETHTERH Electrodos
HINEHITTINE

021 um

Fr

wirl 74

42 um

Figura 2 Camara de registro. La camara de registro viene
integrada en un chip C-MOS. El1 area activa se encuentra al
centro en la fotografia de la izquierda y esta conformada por
4096 electrodos dispuestos en una matriz de 64 X 64.
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Farmacos

Se wutilizaron los siguientes farmacos: antagonista del receptor
NMDA de glutamato, acido DL-2amino-5-fosfonovalérico (APV, 30 uM);
el antagonista de los receptores no-NMDA, 6-nitro-7-
sulfamoibenzo[f]quinoxaline-2,3-diona (NBQX, 10 pM), antagonista
de los receptores GABA, bicuculina (15 pM), Tri-Metil Amonio para
modificar el pH del medio extracelular (5mM, pH = 7.8), vy
mefloquina (15 pM).

Registros electrofisiolégicos

Las rebanadas fueron colocadas en un chip de registro de 4096
microelectrodos, en un arreglo cuadrado de 64 por 64 electrodos
que abarcan 4mm?, dentro de una matriz de microelectrodos de alta
densidad (BioCamX; 3Brain, Suiza). La frecuencia de muestreo es de
7.022 KHz con una tasa de generacion de datos de 0.37 GBit/s o 2.8
GB/min (Muthmann y cols., 2015). (Figura 2)

Se obtuvo la actividad extracelular de campo en presencia de LCRa
de registro (mM: NaCl 129, KCl 3, MgSO, 1.8, NaH,PO, 1.25, NaHCOs;
20, Glucosa 10, CaCl, 1.6) manteniendo la temperatura en 34-36°C y
la velocidad de flujo en 10-12 ml/min. E1 experimento siguidé 4

etapas:

1. La rebanada se colocdé sobre la matriz de 4096 electrodos,
constantemente perfundida por LCRA burbujeado con carbégeno (95 %
02, 5% de CO;), a 34-36 ° C y con una velocidad de flujo de 10-12

ml/min.

De esta condicidén referida en adelante como condicién CONTROL, se
obtuvo un registro de, por lo menos, 4 minutos de actividad

espontanea.
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2. Se anadieron bloqueadores a receptores a glutamato (30 pM de

APV, 10 pM de NBQX) y GABA 10 pM de bicuculina) al LCRa control.

En lo sucesivo, me referiré a esta condicidon como BLOQUEO. La
rebanada se expuso a los bloqueadores durante al menos 20 minutos
antes de que se iniciara el registro tras lo que se registraron al

menos 4 minutos de actividad espontanea.

3. Posteriormente se indujo una variacion en el pH del LCRa
(variacion del pH extracelular), llevandolo desde pH fisiolégico

(~ 7.3) a 7.8 con TMA por 3 - 5 minutos.

4. E1 paso final fue agregar 10 pM de Mefloquina a la solucidn
anterior (control + bloqueadores + pH). La actividad espontanea de
las células en la nueva condicidon 1llamada MEFLOQUINA se registro
después de 40 minutos de interaccidn entre el tejido y la droga.

Se obtuvieron registros de al menos 4 minutos.

Resultados

Una de 1las metas principales de este trabajo de tesis fue
desarrollar los métodos analiticos que nos permitirian cumplir el
objetivo principal planteado en este trabajo, es decir, 1la
identificacién de patrones espaciales de las conexiones
funcionales de las células granulares del giro dentado con el area
CA3 del hipocampo. Para ello, disenamos diversas herramientas que
nos arrojaron actividad unitaria de los electrodos de registro por

area de interés.

Herramientas de analisis
Los analisis descritos a continuacidon fueron realizados, una vez

capturada la actividad electrofisioldgica con los programas de
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captura y andlisis del fabricante (3Brain), por programas

disenados y escritos en nuestro laboratorio con Matlab 2018b y con

en el lenguaje de programacioén Julia-Lang 1.0.1.

Actividad de 4096 sobrepasa el
electrodos umbral adaptativo

simultdneamente en cada canal
en un cuadro (con ventanas

muestral (4A) deslizantes)

Delimitacidn de
Depuracion de canales regiones anatomicas
con bajos puntajes en de interés eliminando
los procedimientos aquellos sin
anteriores (4C,4D) actividad detectable
en la vecindad (4E)

Seleccion de canales
para identificacion
de espigas

Figura 3. Esquema que resume los pasos realizados para detector
los canals de interés en la matriz de 4096 electrodos

1. Deteccidon de electrodos funcionales y eliminacidén de electrodos

no funcionales

Los 4096 electrodos de registro de la matriz pueden presentan las
siguientes condiciones durante el experimento, que requieren
especial atencidn para llegar a tener la “limpieza” de sefales que

debe preceder al andlisis:

a) saturacion o actividad eléctrica aberrante causada por dafo al

chip de registro o cambios bruscos en la actividad global
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generados por burbujas o cambios en 1la velocidad de flujo del

liquido cefalorraquideo artificial.

b) registro de actividad fisioldégica localizada en areas
correspondientes a tejido nervioso. Este puede presentar eventos

de saturacidén pasajeros.

c) registro de actividad eléctrica basal localizada en areas que
no cubren el tejido de la rebanada registrada o localizada en
areas donde no se generan cambios de voltaje de la amplitud

necesaria para ser registrados por el electrodo mas cercano.

Para poder discriminar los electrodos que presentan la condicion
b) y eliminar los eventos de saturacién pasajeros, se aplicaron

los siguientes criterios:

1.1 Medicidén de la actividad generalizada por cada cuadro muestral
(4096 canales, 1 cuadro muestral) durante la duracién total del

registro.

U=4g Ecuacioén 1. Umbral estatico

. |x
J==Tn€dtﬂn{a—gggg} Ecuacion 2. Media del ruido con distribucidn
) gausiana



Figura 4 A. actividad generalizada por cada cuadro muestral, B. Eventos supra
umbral por canal, C. Sobre posicidén de canales detectados por A y B, D.
Unicamente eventos detectados en A y B, E. Aplicacién de criterio de
delimitacidn de regiones anatomicas de interés, F. Fotografia de la rebanada de
la cual se obtuvo el analisis previo a su registro.
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Figura 5. Actividad de canales detec-
tados en el area CA3 que contienen va-
riaciones de voltaje que sobrepasan el
umbral(x = 3 minutos, y = microvolts)

que sobresalian del ruido basal generalizado,

como posible actividad unitaria.

1.2 Deteccidén de eventos que sobrepasan un

adaptativo en cada electrodo.

Se aplicdé un filtro Hubber (X. Wang et al.
(filtro Kalman

algoritmo mejorado de filtro Huber

modela el error y el ruido de

senales

Se seleccionan como

potenciales canales de

interés aquellos que

presentaron actividad de

mayor voltaje con

respecto a un umbral

estdtico (Ecuaciéon 1 y

2, Quiran et,

al. 2004)

Quiroga,

con media
correspondiente al ruido
momentos de

basal. Los

actividad que superan
este umbral corresponden
a variaciones de voltaje

que consideramos

Figura 4A

umbral de voltaje

2011) a cada canal. El
adaptativo)

no caracterizadas. E1

algoritmo adaptativo es obtenido analizando matrices de covarianza

con un test de hipdtesis estadistica chi-square.

ruido es estimada en cada paso del filtrado.

La medicion del

Es aplicable en

sefales que presentan ruido gaussiano y no-gaussiano aleatorio.

(Frecuencias de corte = 400 a 3500 Hz,

correspondientes a la banda

de actividad multiunitaria de registros extracelulares) Figura 6.



Figura 6. Aplicacion de diferentes filtros para la extraccion de
las espigas. Se muestran en orden descendente: trazo crudo de un
canal ejemplo, filtro butterworth orden 6, filtro ham orden 63,
filtro han orden 64, filtro gaussiano y filtro bartlet-han dise-
fados en julia-lang (x = 3 minutos, y = microvolts)

Tomando una ventana de 5 mseg se determindé el umbral de voltaje
basado en la desviacidén estandar de la actividad de esa ventana.
Se buscoé que el maximo global de la ventana superara el umbral y
ademds que no se presentara otro maximo local supra umbral. Estos
casos se consideran eventos cuantificables y generan una segunda
distribucién de actividad por canal. La ventana se recorre
entonces 1 mseg y continua la deteccidén hasta que se abarca el

tiempo total de registro. Figura 4B

1.3 Vectores de peso de actividad

Se genera un vector general de peso de actividad para cada

electrodo considerando los dos «criterios anteriores y se

seleccionan aquellos canales que presentan elevados puntajes en



(29 ]
()

ambos casos. Esto genera un mapa de actividad que refleja 1la

dinamica del voltaje tanto en electrodos constitutivamente
activos, que podria ser el caso de electrodos que registren
células piramidales o interneuronas, asi como electrodos que
presentaron actividad supra umbral en pocas ocasiones, como podria

ser el caso de células granulares presentes en el giro dentado.

Figura 4C

Espigas detectadas por el canal 3938 (CA3)

80

micro Volts

Puntos muestrales

Figura 7. Extraccidon de espigas detectadas en cada canal
posterior al filtrado. (x = segundos, y = microvolts)

1.4 Delimitacidn de regiones anatdomicas de interés

Cuando sucede una variacion de voltaje supra umbral cercana a un
electrodo de registro, la distribucidon de los electrodos y 1la
distancia entre ellos (21 micras) permiten el registro del evento
en los electrodos de la 8 vecindad. Los criterios de seleccidn

previamente descritos son capaces de detectar 1la actividad
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simultanea de un conjunto de electrodos vecinos, por lo que el
mayor peso de activacion se adjudica al electrodo central (mas
cercano a la variacion de voltaje y disminuye con la distancia
hasta desaparecer en un radio de 42 micrometros. Esto se debe al
decaimiento del voltaje respecto a la distancia que corresponde a
~1/r2 donde r es la distancia.

Aquellos electrodos que no presentaron elevados criterios en los
pasos anteriores en su 8 vecindad pueden presentar las siguientes

condiciones:

- registrar variaciones de voltaje correspondientes a potenciales
de accién de una o varias células a una distancia lejana del
electrodo de registro.

- registrar variaciones de voltaje correspondientes a potenciales
de accion de una célula homogéneamente distribuida en la anatomia

del tejido registrado

Ninguno de estas condiciones son de interés para el analisis
posterior, por lo que para poder delimitar las regiones anatodmicas
de interés, se establecié como requisito minimo de 2 miembros de
la 8 vecindad de un canal activo sean capaces de medir las

variaciones de voltaje supra umbral. Figura 4E

2. Determinacidon de caracteristicas para describir la actividad

multiunitaria

Una vez detectados 1los eventos supra umbral en los canales de
interés (figura 7), se generd un conjunto de coeficientes de cada
evento detectado en el paso anterior. Estos coeficientes
corresponden a variables como la amplitud del voltaje registrado,

la amplitud del evento en el tiempo, la presencia de colas de
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repolarizacioén posteriores al pozo de amplitud, etc. Estos

coeficientes fueron obtenidos de la aplicacidén de descomposiciodn

de funcién de onda en paquetes (Wavelet Packet Decomposition WPD)

coif Wavelet Packets --> coif3

W0 - phi_function Wl - psi_function
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Figura 8. Miembros de las familias de
funciones de onda Coiflets.

de nivel 9, con la familia de funciones de onda Coiflet de tercer

orden. (Hulata, et al., 2002)

En comparacion los métodos comunmente usados, donde se aplica la
descomposicion de funciones de onda en paquetes con la familia
Haar, los miembros de la familia Coiflet son casi simétricos vy
presentan poco sobrelapamiento con sus vecinos tanto en frecuencia
como en tiempo, por lo que se propone que pueden ser una mejor
aproximacién en la caracterizacion de morfologias de onda tipo

potenciales de accidén extracelulares (Figura 8).

La determinacion de qué paquetes que preservaron las
caracteristicas de la senal usando el menor numero de coeficientes

posibles fue detectado aplicando un algoritmo discriminante que
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Figura 9. Ejemplo del funcionamiento del algoritmo SPC. En A se
muestra un conjunto de datos simulados en grupos distinguibles
pero dificiles de separar por algoritmos basados en la covarianza
de los datos. En B se muestra como dentro de la simulacidén de
variacion de temperatura, se alcanza el punto superparamagnetico
en 0.05 (adimensional) y los 3 grupos claramente se separan.
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selecciona aquellos paquetes que contengan la mayor informacion

correspondiente a la descripcion de la funcién de onda (Coifman et
al., 1992; Coifman and Wickerhauser, 1992; Saito, 1994; Mallat,
1998).

3. Clasificacioén de las espigas detectadas

Una vez detectados los parametros Optimos que describen mejor a
cada potencial de accidén, se aplicé una version modificada del
programa Wave_clus v.2.0. (Quiroga y cols., 2004). Los
coeficientes previamente seleccionados se wutilizan como 1la
informacion de entrada para alimentar el algoritmo de agrupamiento
superparamagnético (SPC por sus siglas en inglés), que consiste
en generar una particula m dimensional, donde m equivale al numero
de coeficientes detectados previamente. Cada particula representa
una espiga, y se simulan sus interacciones con el K-ésimo vecino

mas cercano.

Esté método es una aplicacion de la iteracidén de Monte Carlo a un
modelo de Potts, que es una generalizacidén de un modelo de Ising.
Se obtienen 1la <criticalidad del evento donde cada iteracidn
corresponde a la modificacidn una variable que determina un estado
diferente para la particula de interés, y a si mismo considera 1la
probabilidad de que al alterar el estado de la particula, se

alteren los estados de las particulas vecinas.

La simulacidon se repite hasta que los estados de la particula y
sus vecinos no se modifiquen, por 1lo que se alcanza la fase
ferromagnética. El1 estado opuesto es cuando los estados de las
particulas se alteran de forma completamente azarosa, conocido

como fase paramagnética. El estado ideal que se obtiene con la



(34
()

intermedia

simulacién es una  fase conocida como  super

paramagnética, donde s6lo aquellas particulas que estén

relacionadas entre si alteran sus estados de manera relacionada, y
En el

se mantienen de esa forma, por lo que representan un grupo.

caso de los eventos detectados, corresponden a aquellos que son
morfolégicamente similares y se asume que son generados por la

misma unidad funcional o célula. (Figura 9)

4. Eliminacidn de la redundancia

Se considera que la distancia entre electrodo y electrodo en el
arreglo espacial de la matriz, asi como el tamaho del electrodo
mismo, es muy similar al diametro promedio del soma de una célula
piramidal (~20 uM), por lo que es posible que un evento 1lo
suficientemente amplio en voltaje generado en el soma de una
célula sea registrado por mas de un electrodo simultaneamente.

(Figura 10)

Tabla 1. Caracteristicas electrofisioldgicas de las células
granulares y piramidales del hipocampo

Periodo re- Frecuencia Amplitud Amplitud
fractario maxima de del poten- del poten-
minimo (ms) disparo (Hz) | cial de ac- | cial de ac- | Referencias
cién (mv) cién (ms)
Célula gra-
nular de [1, 2, 3,
Giro Denta- 2 .0 72.0 69.4 0.87 4]
do
Célula pi-
ramidal de 2.5 40.0 97.6 1.00 [5,6]
CA3
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Para eliminar aquellas espigas detectadas con la misma morfologia

pero variacion en la amplitud, se detectaron en la 8-vecindad de
cada electrodo aquellos disparos que sucedieron en el mismo cuadro

muestral.

Con estos datos se construydé un registro artificial que consiste
en una mezcla de las espigas detectadas como posible redundancia,
y se aplicé de nuevo el algoritmo de clasificacién (SPC). De ser
encontradas como miembros de la misma unidad, la espiga se asigno
al canal que registrd la mayor amplitud. Una vez reclasificadas
las espigas, se consideraron los grupos finales como células

independientes.

Una vez detectadas las unidades por regidon anatdémica, se depuraron
considerando las caracteristicas correspondientes a los tipos
celulares de interés.

Tabla 1.

5. Simulacidén de registro compuesto

Se tomaron canales previamente clasificados como poseedores de una
sola unidad por el algoritmo SPC. Los eventos detectados en estos
canales fueron mezclados para generar un canal artificial del
doble de largo con un numero grande de eventos provenientes de
“dos” unidades. A este canal se 1le aplicé el algoritmo de
clasificacién (SPC) para determinar su capacidad de distinguir

entre dos unidades previamente identificadas. Figura 11
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Figura 10. Comparaciéon de 1los microelectrodos de registro con
dimensiones aproximadas de una célula piramidal de CA3. En A se muestra
el electrodo de referencia, quien registra la actividad extracelular de
mayor amplitud en voltaje al encontrarse mas cercano al soma de la
célula piramidal mostrada en el esquema. En B se muestra un potencial
extracelular que corresponde a la misma célula piramidal registrada por
el electrodo de referencia, pero que es detectada en menor amplitud en
voltaje. En C se muestra el tamano aproximado de una célula piramidal
de CA3 respecto a los electrodos presentes en el chip de registro.
Hasta la 8-vecindad referente al electrodo central es apreciable un

potencial de accidén extracelular, por lo que existe redundancia en el
registro.
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Figura 11. En A se muestra la morfologia de espigas
que se utilizaron para posterior andlisis, dentro
del circulo blanco. Los trazos extracelulares
mostrados provienen de la simulacidn de una célula
piramidal de CA3 siguiendo de acuerdo con el
algoritmo publicado por Buzsaki y cols., 2004. En B
se muestra un ejemplo de espigas detectadas que
cumplen con las condiciones antes descritas.

6. Simulaciones de Monte Carlo

Una vez determinada la actividad de cada célula en las regiones
anatomicas de interés, se buscd determinar si la actividad en Giro
Dentado influenciaba la actividad de CA3, por 1lo que se usaron
simulaciones de Montecarlo. En términos generales, las
simulaciones de Montecarlo son un algoritmo computacional usado
para generar distribuciones de probabilidad mediante el uso de

valores aleatorios (Krauth, 2006).
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Los tiempos del valor maximo de cada espiga fueron usados para
hacer las simulaciones de Montecarlo.

Se utilizé el generador de numeros aleatorios Marsenne Twister
programado en C para revolver los intervalos inter espiga entre
pares de trenes de espigas del giro dentado y CA3 que coincidian
en una ventana de 3 ms y generar la distribucién de probabilidad
de esos intervalos. La posicién que ocupa el numero real de
espigas que coinciden en 1la ventana antes mencionada indica el
grado de significancia dentro de la distribucién y por lo tanto,
una posible influencia de las espigas de un area sobre la otra. Se

determindé una significancia de p < 0.05.

Nimero de células registradas, aplicacion del SPC

Nimero de células registradas por region por experimento

Se muestra en la figura el conteo de células obtenidas en casa
experimento analizado. Se puede observar que en el drea CA3 el
numero de células detectadas en promedio es 433 (+- 169 DE) entre

las y en Giro Dentado 191 (+- 69 DE). Figura 12
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Figura 12. Conteo de células detectadas en Giro Dentado y en
CA3 en diferentes experimentos
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Células detectadas en condiciones control en 6 experimentos (a:f)

Controles

Los resultados de la simulacién se muestran en la tabla 2.

El algoritmo de clasificacidn probo ser consistente en el 87.3 %
de los experimentos. Este valor refleja el nivel de confianza que
se puede obtener al aplicar esta metodologia en su estado actual,

y si bien es mejorable, demostrdé ser eficiente. Tabla 2

Tabla 2. Simulacion de canales artificiales y aplicacidn del
método de clasificacidn SPC

Células simula- Iteraciones realiza- Células detecta- Aciertos
das das das (%)
5 100 4.3 + 0.5 78.2
4 100 3.9 + 0.8 81.4
3 100 3.2 £+ 0.08 82.8
2 100 2.5+ 0.3 91.2
1 100 1+ 0.45 94.5




Patrones espacio-temporales entre las regiones Giro Dentado y CA3.

Se muestra la actividad de 1las regiones previamente descritas,
cuantificadas en el tiempo. Figura 13 es un ejemplo de los
registros analizados en las diferentes condiciones experimentales.
Con base en estos registros, hemos podido observar actividad vy
supresion de actividad correlacionada entre 1las diferentes
secciones de CA3 y GD. Cabe hacer mencidén que para completar 1la
caracterizacion de 1la “anatomia de las conexiones funcionales”
requeriremos de mds registros tomados de rebanadas hechas con

diferentes ejes de corte de la estructura hipocampal.

Se muestra la actividad correlacionada entre giro dentado y CA3.
En una ventana temporal de 3ms, se puede observar la comunicaciodn
entre células presentes en giro dentado y células presentes en
CA3. Sin embargo, la separacion entre areas supra e infra
piramidal de GD asi como 4drea proximal y distal de CA3 es

arbitraria. Figura 14
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Figura 13. Actividad de cada regién (panel superior CA3, panel
inferior GD). Se obtuvo la actividad en relacién a la unidad
tipificada (z-score) de cada condicién farmacolégica.

Discusiodn
El numero total de células registradas fue por mucho superior al

que cualquier otro método de registro actual, lo que nos permite



Figura 14. A. Analisis de Montecarlo de 1la
actividad de Giro Dentado respecto a CA3. Se
muestran todas las coincidencias no aleatorias
de la actividad de CA3 respecto a la actividad
de GD en una ventada temporal de 3 ms

B. Distribucidon de la actividad iniciadora en
Giro Dentado, solo se conservan las conexiones
no aleatorias que presentaron mayor incidencia.

estudiar la conducta de grandes poblaciones neuronales de zonas

identificadas del hipocampo.

El uso de la matriz de microelectrodos para registrar rebanadas de
hipocampo ha demostrado ser una herramienta unica, de la cual se
puede extraer informacidén que compete directamente al estado
funcional de una red neuronal. Esta ventaja no es compartida con
otras técnicas de registro, que si bien sirven para caracterizar

las propiedades celulares, como las que permiten la clasificaciodn



(43 ]
()

por tipo celular y su posible estado funcional, no es sino hasta
que se mapean estructuras simultaneamente que es posible ver 1la

interaccién entre estas.

La frecuencia de muestreo de 1la matriz oscila entre 1los 7
kilohertz hasta 1los 18 kilohertz. Esta resolucidén nos permite
obtener, para posteriores analisis, tanto potenciales de
accion, como potenciales de campo locales. Sin embargo, cada
aumento en la resolucidn temporal corresponde a un aumento en el
tiempo de procesamiento. Este problema fue abordado desarrollando
herramientas computacionales rapidas o “paralelizables”, que nos

permitieron trabajar con la frecuencia mas elevada.

Debido a que el ruido de la matriz de registro podian enmascarar
parte de la sefal de interés, fue necesario desarrollar protocolos
para analizar las componentes que este aporta y sus variaciones en
diferentes condiciones, como por ejemplo variacién del pH
extracelular, variacién de 1la temperatura, variacion de 1la
cantidad de presion ejercida sobre 1los electrodos, o de 1la
velocidad de flujo. Esto permitié obtener caracteristicas que
permiten discriminar entre el componente gaussiano o0 semi
gaussiano de ruido externo de la composicidén por unica de las

espigas extracelulares.



Los métodos de filtrado probaron ser un paso crucial en analisis
de los trazos obtenidos con la matriz de microelectrodos, debido a
que la relacidén senal-ruido en algunos casos es muy baja. Esto
involucré el disefio de filtros robustos y especializados cuya
componente de ripple fuera muy baja y cuya componente de delay
fuera muy estricta para poder obtener sefiales analizables de

canales particularmente ruidosos.

Al tratarse de registros de cambios de voltaje extracelulares,
podemos clasificar la morfologia de 1las espigas por sus
componentes en varias dimensiones (temporales y en amplitud), 1lo
que es la base del andlisis que nos ha permitido la clasificaciodn
en grupos o SPC. Es importante direccionar los algoritmos hacia el
tipo o tipos celulares de interés, tomando en cuenta factores como
la frecuencia maxima registrada, el periodo refractario minimo y
la presencia o no de acomodamiento en un tren de disparos
(piramidales de CA3). Estos criterios permiten refinar el andlisis
y obtener candidatos que representen con una alta probabilidad los
tipos celulares de interés. Si bien el método probd ser
consistente con las simulaciones realizadas, no es comparable a
cuando se dispone de informacidon adicional para evaluarlo, por

ejemplo, conocer de antemano el numero total de células
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involucradas. Esta limitacidén corresponde a la aplicacion del

método a datos experimentales no simulados.

Las variaciones en la morfologia del disparo de una célula pueden
corresponder a diferentes estados de actividad de esta misma, por
lo que es importante tomar en cuenta un rango en el cual las micro
variaciones sean consideradas como originadas por la misma unidad
y no por mas de una célula. Consideramos que las variaciones en el
estado de actividad de las células individuales dentro de la misma
condiciodn experimental no deben arrojar una variacion
significativa a gran escala y considerando un registro de larga

duracioén (5-10 min).

Respecto a los registros en condicién control se puede apreciar
una elevada actividad de extracelular desde el principio del
registro hasta que se realizan las modificaciones farmacoldgicas
en la region CA3 prdoxima a distal. Una manera eficiente de
discernir el final de CA3 distal fue observar que el patron de
disparo en la region que corresponderia CA2 es casi nulo o muy
bajo en comparacién con 1la regién vecina, por 1lo tanto este
criterio fue utilizado como método de discernimiento de limites de

la regiodn.



Los andlisis aqui desarrollados y descritos pueden ser aplicables
a diferentes equipos de registro. Esto corresponde a la necesitad
actual de desarrollar métodos de analisis enfocados a discriminar
acertadamente tipos celulares y actividad de estos en registros
masivos. De esta forma se abren nuevas posibilidades en el tipo de
informacion y experimentos a realizar para discernir el
comportamiento de un circuito neuronal completo y 1las

interacciones entre sus elementos.

El algoritmo de deteccidn de canales activos probdé ser una
aproximacion muy cerca da a la distribucidon fisioldégica del
tejido. Sin embargo algunos algoritmos de optimizacidén podrian
ayudar a que no sea necesaria la comparacion con una fotografia en
ningun momento lo cual permitird que este tipo de estudio se
realice en tejidos cuya distribucidén no se conoce como en cultivos
celulares o en tejidos cuya distribucion es  homogénea

aparentemente como en el estriado y la retina.

El método de clasificacion de espigas aqui descrito esta basado en
una técnica de mecanica estadistica para separar grupos por sus
caracteristicas representativas en algunos casos asimilar hacer un

analisis por componentes principales sin embargo este provee 1la
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ventaja de no basarse en la covarianza de los datos sino mas bien

en la variaciones puntuales de cada parametro respecto a sus
vecinos en multiples dimensiones aborda el problema con un grado
mas de complejidad. Sin embargo resulté ser muy eficiente a 1la
hora de trabajar con canales extraidos de una matriz de

microelectrodos.

La modificacidon realizada en 1la seleccidon de qué familia de
funciones de onda se wusaria para alimentar el algoritmo de
clasificacion fue realizada fue debido a la similitud entre 1la
morfologia de las ondas de la familia Coiflet En comparacidn con
la morfologia de las ondas de la familia Haar que es la cual se ha
usado muy comunmente en los andlisis de registros
electrofisiolégicos y que es la que se escoge para aplicar el
algoritmo de deteccién SPC. La seleccién de parametros para
alimentar el algoritmo de clasificacidon apoya la hipdtesis de que
esta familia de onda es mas adecuada para el trabajo que

anteriormente mencionada

Perspectivas

Este modelo podria permitirnos analizar el procesamiento de

informacion que se lleva a cabo dentro de CA3, la separacion e
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identificar patrones como una hetero matriz de procesamiento, ya

que podemos observar la propagacién de la informacion dentro de

los diferentes elementos de la estructura.

A su vez, el analisis de los patrones de disparo de las células
granulares nos permitira determinar si las células piramidales una
vez identificados los blancos funcionan como detonadores o se
requiere algun tipo de patroén en el disparo de las granulares para

hacer funcionar o echar andar redes en dentro de CA3.
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