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2. Resumen. )

El objetivo principal de este trabajo fue identificar una relacién funcional entre la dindmica de
las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y el intervalo interespiga (ISI) de la actividad
eléctrica de tipo marcapaso, que se consideran como medio de adaptacién, transmisién y codificacién
de la informacién neuronal [19,20].

Asf, se compard y se caracterizé la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interes-
piga antes y después de realizar el registro intracelular de la neurona 1F del espécimen Heliz aspersa,
la cual presenta actividad eléctrica de tipo marcapaso. Los registros se obtuvieron a una frecuencia
de muestreo de 1 y 10 KHz, los datos fueron analizados con la herramienta DFA (anslisis de las
fluctuaciones sin tendencia) [21]. De esta forma los resultados obtenidos mostraron la presencia de
correlaciones de largo plazo en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga que contrasta
con la dindmica estocistica aleatoria para las fluctuaciones de voltaje registradas antes y después del
registro intracelular.

La mediana del exponente de escalamiento & para las fluctuaciones de voltaje antes de introducir
el electrodo a la célula fue 0.506 ([0.459, 0.529 ] cuartil inferior y superior), 1.015 ([0.871, 1.151]) para
las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y 0.571 ([0.516, 0.598]) para las fluctuaciones
de voltaje después de introducir el electrodo a la célula con electrodo préximo. Se realizé un andlisis
Kruskal-Wallis encontrando diferencias significativas (P <0.0001).

Ademis, para los datos registrados a una frecuencia de 10 KHz se estimé la relacién sefial a ruido
media obtenida antes de introducir el electrodo a la célula 0.732 £0.182 dB ([0.494, 0.516 ] intervalo
de confianza inferior y superior del 95 %), la estimacién para las fluctuaciones de voltaje en el seg-
mento interespiga fue: 24.08 + 0.086 dB ([24.04 24.12]), y 0.312 & 0.245 dB ([0.197 0.426]) despries
de introducir el electrodo con electrodo préximo.

El uso de modelos fisicos-biologicos ha ayudado a comprender en mayor medida el funcionamiento
de sistemas, asi como la interaccién entre sus componentes. El uso de la ecuacién de Langevin y el
modelo de cascadas complejas, adaptados para canales iénicos, permitié generar series sintéticas con
fluctuaciones de voltaje con correlaciones de largo plazo, similares al segmento interespiga que se ob-
tiene del registro intracelular de la neurona marcapaso 1F. Esto sugirié y reforzé la consideracién de
que el posible origen de las correlaciones de largo plazo se encuentra determinado por la interaccidn
de canales idnicos, que podrian tener diferentes pesos en la modulacién del potencial de membrana lo
que también podria coincidir con la idea de identificar a un sistema criticamente auto-organizado [22].

Por otro lado, con el fin de explorar la presencia de correlaciones de largo plazo en la dindmica de
las fluctuaciones temporales del intervalo interespiga (ISI), también se realizé un registro intracelular
continuo de la neurona marcapaso 1F con una duracién de 26 minutos, lo que permitié recolectar 350
intervalos interespiga para ser posteriormente analizados con la herramienta DFA. El exponente de
escalamiento & = 1.09 & 0.03 indicé un comportamiento con correlaciones de largo plazo.

Se exploré la posible presencia de entradas sindpticas que podrian ejercer un efecto sobre la dindmi-
ca de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y consecuentemente estar involucradas en
el origen de las correlaciones de largo plazo. Asf, se procedié a hiperpolarizar a la neurona 7TE y a la
neurona 1F hasta llevar su potencial de membrana a -80 mv en donde seria posible observar la presen-
cia de potenciales postsindpticos excitadores. Para el caso de.la neurona 7E se presentaron potenciales
postsindpticos excitadores; este resultado contrasta con la neurona 1F en donde no se identificé la
presencia de actividad sindptica.

Complementariamente, con la herramienta DFA se estudid el cambio en la dindmica de las fluc-



tuaciones de voltaje en el segmento interespiga con respecto al tiempo mediante una ventana maévil
de 1500 muestras [23]. Los resultados sugieren que para la escala temporal en donde se aprecia un po-
tencial postsindptico excitador, el andlisis a través de la herramienta DFA. indicé un incremento en el
exponente de escalamiento a. Mostrando que la actividad sindptica podria incrementar la interaccién
entre los mecanismos que modulan el potencial de membrana y por lo tanto ia funcién de la neurona
silente 7E.

Para el caso de la neurona marcapaso 1F, no se observaron cambios en la dindmica de las flue-
tuaciones de voltaje a lo largo de la duracién del registro, en consistencia con la ausencia de entradas
sindpticas. La ausencia de entradas sindpticas permitié dirigir la exploracidn del posible origen de
correlaciones de largo plazo exclusivamente a la interacidn de las diferentes poblaciones de canales
idnicos y el manejo de calcio intracelular en estas neuronas.

De forma similar, con la herramienta DFA. se estudié el cambio en la dindmica de las fluctuacio-
nes de voltaje en el segmento interespiga con respecto al tiempo [23], mediante una ventana mévil
de 1500 muestras para la neurona marcapaso 1F, lo que dio como resultado la identificacién de un
perfil temporal en la dindmica de estas fluctuaciones que se pudo asociar a la activacién de diferentes
poblaciones de canales idnicos.

Asi, se sugiere que la dindmica de los canales SK introduce correlaciones de largo plazo en la
primera parte del perfil, y este comportamiento podria ser modulado por la entrada de Cat? al medio
intracelular [24-26]. Por otro lado, la parte central del perfil que muestra una pérdida de correlaciones
de largo plazo podria ser modulada por la dindmica de canales de potasio K, y canales GIRK [27-29].
Esta ausencia de correlaciones se mantiene hasta el punto en donde los canales (Na,, Cat? de tipo L
y N) son activados para generar la fase de despolarizacién del potencial de accién [27,30,31], lo que
introduce nuevamente correlaciones de largo plazo en la parte final del perfil temporal.

Es asi entonces como el exponente de escalamiento o parece reflejar la interaccién entre las dife-
rentes poblaciones de canales iénicos involucrados en la generacién de las fluctuaciones de voltaje en
el segmento interespiga. En este sentido, se realizé la perturbacién del manejo de Ca*2 intracelular
a través del bloqueo aproximado del 60% de la corriente de Ca*? con la solucién de salina cadmio
(CdCl; 100 M) [32]. El estudio del perfil de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje mostré un
decremento significativo del pardmetro o al inicio del perfil y en menor grado al final, lo que permitié
identificar que estos efectos son probablemente generados por la perturbacién especifica de la dindmica
de los canales SK y Ca,.

Adicionalmente, se aprovechd el uso de la solucidn salina cafeina para generar la liberacién de Ca*?
de los compartimientos intracelulares y de esta forma perturbar su regulacién (Cafeina 20 mM) [33,34].
De esta manera, se encontrd como primer resultado un incremento en la frecuencia de aparicién del
potencial de accién. Ademds al hacer una inspeccidn en el perfil temporal de la dindmica de las fluc-
tuaciones de voltaje se observé un incremento o mantenimiento del exponente de escalamiento o a lo
largo de la duracién del segmento interespiga.

Este incremento podria entonces ser ocasionado por la falta de regulacién de los mecanismos intra-
celulares que dependen de Ca*?, en donde las constantes de activacién de estos mecanismos podrian
estar traslapadas [35,36], y cubrir un amplio rango de escalas temporales [37], lo que da lugar a un
incremento o mantenimiento del exponente de escalamiento a. Uno de estos mecanismos podria ser
la no inactivacién de los canales SK cuya dinamica podria estar presente a lo largo de la duracién del
segmento interespiga.

Como se ha descrito con anterioridad, los resultados obtenidos muestran la presencia de correla-
ciones de largo plazo en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, son probablemente




generadas por la interaccién de las diferentes poblaciones de canales iénicos que modulan el potencial
de membrana.

Finalmente, se explord una posible asociacién entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en
el segmento interespiga y los intervalos interespiga a través de la estimacién del coeficiente de deter-
minacién R? cuyo resultado fue 0.683 ([0.647 0.776] cuartil inferior y superior), N=5. Se exploraron
los posibles cambios en la, asociacién bajo la perfusién de la solucién de salina cadmio que resultd en
R? 0.405 [0.381 0.495 ]. De la misma forma, se perfundié la solucién de salina cafefna lo que dié como
redultado: R% = 0.151 [0.118 0.222). Las diferencias significativas entre los grupos fueron confirmadas
por la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.001).

Estos resultados indican una relacidn funcional entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje
en el segmento interespiga y el intervalo interespiga (ISI), que se ha considerado como el mecanismo
codificacién de la informacién neuronal y que de acuerdo a estos resultados esta asociacion funcional
es mediada por el manejo de Cat? intracelular.

La presente investigacién complementa estudios previos sobre la dindmica de la frecuencia de apa-
ricién del potencial de accién, en la que se ha encontrado la presencia de correlaciones de largo plazo
y que se considera como medio de adaptacién y transmisién de la informacién neuronal [19,20].




3. Capitulo 1.

3.1. Introduccion

Las neuronas con actividad eléetrica de tipo marcapaso se han encontrado en redes neuronales
de mamiferos que se localizan a lo largo de diferentes areas del sistema nervioso. Por ejemplo, en Ia
neocorteza, ganglios basales, tilamo, locus ceriileo, hipotilamo, irea tegmental ventral, hipocampo,
amigdala y el complejo pre-Botzinger. Estas regiones estdn asociadas a procesos como sueiio, excita-
cién, motivacién, consolidacién de memoria, miedo y control de la respiracién [38—40].

Las neuronas marcapaso son identificadas por su caracteristica infrinseca de generar actividad
eléctrica ritmica que depende de la interaccién dindmica entre poblaciones de canales idnicos, la ac-
“ tivacién de segundos mensajeros y un incremento en la concentracién de Ca?t intracelular [40, 41].
De esta forma, se ha asumido que la interaccién de estos componentes generan fluctuaciones en la
actividad eléctrica neuronal ya sea en la frecuencia de aparicién del potencial de accién o en el voltaje
del potencial de membrana.

Con el fin de tener una mayor comprensién sobre la interaccién de los mecanismos que regulan
la. actividad eléctica neurcnal se han realizado varios estudios de la dindmica de las fluctuaciones
de voltaje y la frecuencia de aparicién del potencial de accién en diferentes modelos celulares. Los
resultados han sugerido un comportamiento con correlaciones de largo plazo® en las fluctuaciones
temporales para la aparicién del potencial de accién (ISI), tanto para una neurona inmersa en una red
neuronal [2,10,43] como para conjuntos neuronales registrados de forma extracelular [3,12,44]. Este
mismo comportamiento se ha encontrado en las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membrana
de fibras nerviosas que se han registrado de forma extracelular [1,4].

Sin embargo, aiin no queda claro cuéles son.los posibles mecanismos que subyacen a este compor-
tamiento con correlaciones de largo plazo. Pero estos hallazgos sugieren la ubicuidad de este compor-
tamiento en la dindmica de la actividad eléctrica neuronal que se manifiesta a lo largo de diferentes
escalas espaciales y temporales, por lo que algunos autores sugieren inclusive que éste podria corres-
ponder a un fendmeno criticamente auto-organizado que representarfa una ventaja evolutiva para el
procesamiento, almacenamiento y transmisidon de la informacién (8,9, 45]). No obstante, todavia se
discute si el fendmeno es una propiedad infrinseca neuronal, o surge por la interaccién celular en la
red neuronal [45].

Dentro de los principales mecanismos que darian origen a este comportamiento se podrfan encon-
trar: 1) el efecto generado por la liberacién de neurotransmisores [46], 2) la presencia de una dindmica
con correlaciones de largo plazo en Jos cambios conformacionales de diferentes poblaciones de canales
iénicos [47-54]'y 3) el manejo de calcio intracelular [55), puesto que se conoce que todos estos meca-
nismos tienen una participacién relevante en la regulacién fisioldgica.

3.2. Antecedentes

En décadas recientes se han realizado varios esfuerzos en el estudio de la dindmica de la actividad
eléctrica neuronal para comprender la interaccién entre los mecanismos de control interno y el medio
externo. Asf, se ha encontrado un comportamiento con correlaciones de largo plazo: a) en el estudio

1Las correlaciones de largo plazo se entenderdn en esta tesis como una caracterfstica de las series de tiempo en donde
los valores actuales en la serie estdn correlacionados estadisticamente no sélo con los valores inmediatamente anteriores,
sino también con todos los valores previos, revelando asi un comportamiento no-aleatorio ¢ una estructura temporal [42].
En el anexo B y C se describe el método utilizado en estd investigacidén que permiten exhibir la presencia de correlaciones
de largo plazo en series de tiempo.
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Figura 1: En esta imagen se presentan registros celulares para los que se ha realizado un andlisis de la dindmica
de la actividad eléctrica neuronal: (a) fluctuaciones de voltaje a distintos niveles de potencial de membrana en
el nervio cidtico de rana (fibras) [1], (b} fluctuaciones temporales en los intervalos interespiga de la actividad
eléctrica espontdnea en motoneurona de gato (ISI) [2], (¢} fluctuaciones de voltaje en la red neuronal del
hipocampao de rata (redes) [3].

de las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membrana en fibras nerviosas [1,4-7), b) en el estu-
dio de las fluctuaciones temporales de aparicién de los potenciales de accién (ISI), tanto para redes
neuronales [3,8,9] como para neuronas individuales inmersas en redes neuronales [2, 10-13,43], ¥y ¢) en
el estudio de las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membrana interespiga [56}. A continuacién
estos estudios se describen con mayor detalle.

Los estudios de las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membrana en fibras nerviosas han
mostrado un comportamiento con correlaciones de largo plazo; por ejemplo, en el nervio cidtico de
rana, introduciendo un enfoque que considera a estas fluctuaciones como un medio para la codifica-
cién de la informacién neuronal, misma que podria depender del periodo refractario (tiempo en donde
los canales de Na® sensibles a voltaje se encuentran inactivos) [6, 7). Contrariamente, otros estudios
habfan sugerido que estas fluctuaciones de voltaje en fibras nerviosas de nervio cidtico podrian estar
relacionadas con movimientos térmicos generados por el flujo de jones de sodio y potasio a través de
la membrana plasmética [1,4,5], como se muestran en la figura 1.

Por otro lado, también se han encontrado correlaciones de largo plazo en el estudio de las fluc-
tuacicnes temporales en la aparicién de potenciales de accién de registros extracelulares en redes
neuronales; en cultivo de neuronas del hipocampo de rata; y en cultivo de neuronas de sanguijuela,
los autores sugieren que la presencia de correlacidénes de largo plazo podrian estar determinada por el
nivel de receptores a glutamato (NDMA) (3], figura 1.

Ademads, se han realizado registros invasivos de electroencefalografia, en pacientes con epilepsia, a

partir de los cuales se ha identificado un comportamiento con correlaciones de largo plazo, que parece
estar relacionado con la activacién de redes neuronales, asi como con la formacién de memoria de

1



largo plazo. Asi, se ha propuesto como base para la organizacién de la actividad eléctrica neuronal, a
una dindmica criticamente auto-organizada como el origen del comportamiento con correlaciones de
largo plazo, cuya caracteristica principal es la falta de una escala particular, o que da lugar a una
distribucién en forma de ley de potencia y que se atribuye a la interaccién de los componentes de un
sistema complejo [8,9,22,45].

En la figura 2 se ilusira una sintesis de los diferentes enfoques utilizados para, el estudio de la
dindmica deé la actividad eléctrica neuronal en los que se ha identificado un comportamiento con co-
rrelaciones de largo plazo. .

Al respecto, es relevante mencionar que recientemente se ha mostrado de forma teérica y experi-
mental que los canales i6nicos de Ko, y Ky presentan anidlogamente una dmarmca. con correlaciones

de largo plazo en sus cambios conformacionales [47—54]

Ademis, en mi tesis de maestria realicé un estudio de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje

. en el segmento interespiga de la actividad eléctrica de la neurona marcapaso 1F del espécimen Héliz

aspersa. Ahi, planteé como hipéitesis que dichas fluctuaciones de voltaje no estaban estrictamente
originadas por un proceso estocastico vinculado a la intrumentacién necesaria para el registro de la
actividad eléctrica.

El resultado de dicho estudio mastrs, similarmente a los trabajos mencionados, una dindmica
con correlaciones de largo plazo, que surge probablemente como una expresién de la interaccién de
los mecanismos que actdan a lo largo de diferentes escalas temporales y que modulan el potencial
de membrana [57]. Sin embargo, en dicha indagacién falté identificar a los posibles mecanismos que
darian origen a fluctuaciones de voltaje con correlaciones de largo plazo y por otro lado, si la dindmi-
ca de estas fluctuaciones de voltaje se encuentra asociada a las fluctuaciones del intervalo temporal
interespiga (ISI) para identificar un posible significado funcional.

-
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3.3. Planteamiento del problema.

Se ha asumido que las neuronas en el sistema nervioso central (SNC) codifican la informacién a
través de cambios en la frecuencia de aparicién del potencial de accién [58]. Asi, con el fin de com-
prender la interaccidn de los mecanismos que regulan la actividad eléctrica neuronal se han realizado
estudios de la dindmica de los intervalos interespiga (ISI). En éstos se ha encontrado la presencia de
una dindmica con correlaciones de largo plazo que podria esta ligada a la facilitacién de procesos de
plasticidad neuronal y transmisién de informacién [12,43,59).

Por otro lado, el estudio de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membra-
na interespiga ha sugerido también un comportamiento con correlaciones de largo plazo, que podria
estar relacionado con la dindmica de los mecanismos que modulan el potencial de membrana entre
los cuales se encontrarian la interaccién entre diferentes poblaciones de canales iénicos, el manejo de
Ca*? intracelular como segundo mensajero y la actividad sindptica [6, 50,56, 60].

Sin embargo, atin se desconocen los mecanismos que subyacen a estos comportamientos con corre-
laciones de largo plazo y, por otro lado también, si la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el
segmento interespiga se encuentra funcionalmente relacionada con la frecuencia de despolarizacién en
neurcnas con actividad eléctrica de tipo mareapaso.
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4. Capitulo 2.
4.1. Hipdtesis

= Dado que las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga parecen reflejar la interaccién
de los mecanismos que regulan el potencial de membrana en neuronas marcapaso, entonces la
presencia de correlaciones de largo plazo en éstas debe estar asociada a las fluctuaciones de
intervalo temporal interespiga (ISI).

4.2. Objetivo general

= Determinar la relacion funcional entre la dindmica de las fluctuaciones en el potencial de mem-
brana interespiga y el intervalo interespiga (ISI) de la actividad eléctrica de neuronas tipo mar-
capaso.

4.3. Objetivos particulares

= Caracterizar y comparar el ruido generado por el sistema de registro de la actividad eléctrica
con las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga que se vineulan a los mecanismos que
regulan el potencial de membrana.

» Comparar la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el potencial de membrana interespiga
de neuronas marcapaso con la dindmica de las fluctuaciones el el potencial de membrana de
neuronas stlentes.

» Buscar la relacién entre la activacién de los canales SK, Cat? y la dindmica de las fluctuaciones
de voltaje en el segmento interespiga.

» Indagar una posible asociacién entre la dindmica de las fluctuaciones en el potencial de membrana
interespiga y las fluctuaciones de intervalo temporal interespiga (ISI) de la actividad eléctrica de
neuronas tipo marcapaso.

4.4, Materiales y métodos
4.4.1. Uso del espécimen Heliz aspersa.

El uso de diversos modelos biolégicos como el espécimen H. asperse ha permitide comprender en
mayor o menor medida los mecanismos que subyacen a la actividad eléctrica neuronal, as{ como el
probable procesamiento de la informacién [61-63). El amplio uso de este modelo se debe a la facilidad
de manejo del tejido nervioso; se conoce la ubicacién topogrifica de las neurcnas y su patrén de acti-
vidad eléctrica, ademds se le puede considerar como un modelo a escala de un sistema nervioso mds
grande y complejo [63].

El sistema nervioso estd compuesto por un par de ganglios bucales y nueve ganglios ordenados en
un complejo ganglionar periesofdgico (dos cerebrales, dos pleurales, dos pedales, dos parietales y uno
viceral), ver figura 3. Cada ganglio estd forma por grupos de neuronas motoras unipolares e interneuro-
nas [64). En el anexo A se describe el procedimiento utilizado para la exposicién de la masa ganglionar.

Los ganglios cerebrales, estdn encargados de inervar los ojos, érganos del equilibrio (estatocistos),
boca, tentdculos, pie y superficie de la cabeza. Los ganglios pleurales inervan el manto (superficie que
cubre los organos viscerales) y el misculo columella (misculo que provoca la retraccién del cuerpo).
Los ganglios parietales inervan al osfradio, rgano que se encuentra basicamente influido por los niveles
de humedad en el ambiente, lo que influye en la conducta del espécimen durante su ciclo vital. El gan-
glio visceral inerva el corazdn, higado, rifién, sistema digestivo, ano, y musculatura del cuerpo [64-66),
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Figura 3: Bosquejo del complejo. periesofigico del caracol terrestre H. aspersa, se muestran los ganglios cere-
brales (A,B), pleurales (C, G), pedales (H, I), parietales (D, F), y visceral (E). También se muestra la posicién
de la neurona marcapaso 1F y de la neurona silente 7E la cual se ha reportado que presenta entras sindpticas.
Imagen tomada de Kerkut et al. 1975,

ver figura 3.

Los trabajos de Kerkut y Cols en 1975 permitieron caracterizar a las neuronas del espécimen H.
aspersa, por su morfologfa, farmacologia y patrones de descarga, tal es el caso de neuronas silentes
(7E), y neuronas con actividad eléctrica intrinseca de tipo marcapaso (1F) [63).

La neurona silente 7E mantiene su potencial de membrana en reposo a lo largo del tiempo, por lo
que no genera potenciales de accidn, excepto cuando cuando recibe una entrada sindptica excitadora
o un estimulo mecdnico. La ubicacién topogrifica de la neurona permite su fdcil identificacién, y su
didmetro oscila entre 10-20 pm [14].

Por otro lado a diferencia de la neurona 7E, la neurona 1F presenta actividad eléctrica de tipo
marcapaso, se conocen varios de los mecanismos involucrados en la modulacién de su potencial de
membrana (descritos a continuacién), la neurona 1F no presenta entradas sindpticas [14]; no obstante,
si tiene receptores a sustancias neuromoduladoras, su didmetro oscila entre los 100-200 pm lo que
permite su registro intracelular [57].

El estudio a profundidad de las neuronas del espécimen H. asperse, ha permitido conocer varios
de los mecanismos involucrados en la modulacién de su potencial de membrana. Entre los mecanismos
reportados se encuentran los canales de Kt y Nat dependientes de voltaje y también los canales de
CI~ [67). Asi mismo se conoce que dichas neuronas presentan canales BK (con alta dependencia al
voltaje y baja dependencia a la concentracién de Ca?* intracelular); canales SK (con baja dependencia
al voltaje y alta dependencia a la concentracién de Ca?* intracelular) [68,69]; y por otro lado, tanto
canales de Ca?* tipo L y N [27] como también canales GIRK [29, 70].

La participacién de dichos canales es de la siguiente manera. El inicio de un potencial de accién

es generado por la activacién de canales de Nal dependientes de voltaje que provocan la disminucién

_ del potencial de membrana ¢ incrementan la probabilidad de apertura de los canales de Ca?* tipo N
y L. Esto da lugar a la despolarizacién de la membrana celular [27,67), en la figura 4 se muestra la
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Figura 4: Mecanismos identificados que participan en Ia generacidn del potencial de acceién de la neurona 1F
del espécimen H. aspersa.

fase de activacién de estos canales.

Por otro lado, la accién de los canales BK permite un incremento de la conductacia de iones de
K* al medio intracelular lo que repolariza la membrana, celular [69], y facilita que se genere la fase de
hiperpolarizacién. En ésta fase los canales SK son activados por un incremento en la concentracion de
Ca?* intracelular [16,71), y este proceso da inicio al periodo interespiga que se encuentra modulado
por la interaccién de canales de K , Cl-, GIRK, NaJ, Ca%* tipo L y N entre otros [29], en la figura 4
se muestra la fase de activacion de estos canales.

4.4.2. Andlisis de las fluctuaciones sin tendencia (DFA).

El método de anélisis de fluctuaciones sin tendencia (DFA) ha demostrado ser qitil para identifi-
car la presencia de correlaciones de largo plazo en las series de tiempo a través de la estimacion del
exponente de escalamiento «, que entre otros aspectos, se considera que refleja las interacciones de
los mecanismos que generan la serie de datos. Una. de las razones por la cual se utiliza este anélisis
es que evita la falsa deteccién de correlaciones de largo plazo, que podrian ser generadas por la no
estacionalidad de la serie de datos [21,72]. En el anexo C se muestra un ejemplo de cémo el método
ayuda a eliminar la tendencia que se observa en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga.
A continuacién se describe el método:

En primer lugar la serie de datos es integrada y su media es sustraida.

k
y(k) =) z(i) -z (1)
i=1

A continuaci6n, la serie y(k) es dividida en escalas o segmentos de igual longitud n que no se
sobreponen. Para cada una de las cajas de longitud n se realiza un ajuste de primer orden por
minimos euadrados para asi obtener yn(k). De esta forma se elimina la tendencia de »(k) por medio de
la sustracccién de la tendencia local y,(k) en cada caja. Entonces la rafz de la fluctuacién cuadratica

media es calculada de la siguiente manera:

1

N
F(n)= > lu(k) — ya(k)]? (2)
k=1
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Este célculo es repetido sobre todo el conjunto de escalas o tamaiios de cajas dando como resultado
una relacién de ley de potencia como funcién del tamafio de caja n, se considera que la ventana mds
pequeila contiene 4 datos y la ventana mds grande corresponde a la longitud de la serie dividida entre
4, esto con el fin de evitar una sobreestimacidn [73].

F(n) ~n® ()

Finalmente, se obtiene una relacién lineal al aplicar logaritmo a ambos lados de la ecuacién que
ofrece un exponente de escalamiento . Los valores cercanocs a 0.5 indican que las fluctuaciones de la
serie son aleatorias no presenta correlaciones de largo plazo. Para valores de o cercanos a 1 la serie
presenta correlaciones de largo plazo (es decir, los valores actuales de las serie estdn correlacionados
estadisticamente no sélo con valores inmediatamente anteriores sino también con valores de tiempo
previos, lo que revela un comportamiento no aleatorio o con una estructura temporal). Y para valores
de o cercanos o mayores a 1.5 la serie presenta correlaciones que tienden a manifestarse en ciertas
escalas de tiempo particulares, debido a que las fluctuaciones de la serie son mds regulares [21,42).

4.4.3. Registros intracelulares y caracterizacién del ruido generado por el sistema de
registro.

Para obtener los registros intracelulares se utilizé el amplificador Dagan 8500 en la configuracién
de fijacién de corriente, el cual tiene una impedancia de entrada de 5X10!! €, con una corriente de
bias ajustable a zero (valor nominal 3pA). La adquisicién y visualizacién de los datos se llevé a cabo
bajo la interfaz PicoScope 4424 A/D.

A partir de capilares de vidrio de borgesilicato con didmetro de 2 mm (de la marca WPI) y con el
uso del equipo DKI 700-C se fabricaron microelectrodos con una resistencia de 40-50 MQ. Estos se
rellenaron con solucién de KCl a una concentracién de 0.5 M, los microelectrodos se montaron en un
kolder con un filamento de Ag-Cl

En todos los experimentos la masa ganglionar fue colocada en una cdmara de registro intracelular
que presenta una capacidad de 1.5 ml. Se utilizé solucién salina normal con la siguiente composicidn:
NaCl 75 mM, KCI 4 mM, CaCls 10 mM, MgCl, 5 mM y Hepes 5 mM, con pH de 7.5 ajustado con
NaQOH a 1M. Los reactivos fueron obtenidos de la empresa J.T. Baker.

La caracterizacién y comparacién el ruido generado por el sistema de registro se llevé acabo me-
diante la obtencién de sefiales de ruido de fondo en la solucién salina (sin electrodo préximo a la
neurona) antes y después de registrar la neurona 1F. Los datos fueron adquiridos a una frecuencia
de muestreo de 1KHz en el que se consideraron 10 segmentos interespiga con una longitud de 340 +
10 muestras de un solo espécimen. Para compatrar y corroborar los resultades obtenidos, se registré
también a una frecuencia de muestreo de 10 KHz para considerar 20 segmentos interespiga con una
longitud de 22000 % 3000 muestras de un solo espécimen. En la figura 5 se muestra la secuencia de
estos experimentos.

Para el andlisis de los datos se utilizé el cédigo libre de la herramienta DFA, la cual se encuentra
disponible en la pagina de physionet.org [73].
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Figura 5: Secuencia de experimentos para comparar y caracterizar la dindmica de las fluctuaciones de voltaje
en el segmento interespiga antes y después de realizar el registro intracelular en la neurona marcapaso 1F.

4.4.4. Dindmica del intervalo interespiga (ISI)

Con el fin de explorar la posible presencia de un comportamiento con correlaciones de largo plazo
en las fluctuaciones temporales para la aparicién del potencial de accién (ISI, figura 14) y contrastar
los resultados con otros estudios, se realizé un registro intracelular de la actividad eléctrica de la
neurona 1F el cual presenté una duracién de 26 minutos. Este experimento permitié recolectar 350
intervalos interespiga para posteriormente analizar estos datos con la herramienta DFA. En la figura 6
se esquematiza el proceso experimental y de anélisis de datos. .

19



Dindmica del intervalo interespiga (ISI)
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Figura 6: En esta etapa experimental se realizé un registro intracelular continuo de la actividad eléctrica de
tipo marcapaso de la neurona 1F, el registro tiene una duracidé aproximada de 26 minutos. Posteriormente se
recolectaron los intervalos temporales interespiga para generar una serle de datos. Con la herramienta de andlisis
de fluctuaciones sin tendencia (DFA) se evalio la dindmica de la serie.

4.4.5. Exploracidn de la presencia de entradas sindpticas en la neurona 1F y 7TE.

En esta etapa experimental se explord la posible presencia de entradas sindpticas excitadoras en
las neuronas 1F y 7E (esta dltima se reconoce por ser una neurona silente [14]) que podrian ejercer un
efecto sobre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, y por lo tanto estar
involucradas en el origen de las correlaciones de largo plazo. Entonces, se realizd el registro intracelular
a una frecuencia de muestreo de 10 KHz, se usaron microelectrodos con un rango de resistencia de
50-60 MQ rellencs con una solucién de KCi 0.5 M. Para cada una de las neuronas estudiadas se aplicé
una corriente hiperpolarizante de 1-2 nA para llevar el potencial de membrana a -80 mV y confirmar la
presencia de potenciales postsinipticos excitadores. En la figura 7 se bosqueja el proceso experimental.

Para el anélisis de los datos se utilizé la herramienta DFA, se explord el cambio en la dindmica de
las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga con respecto al tiempo a través de una ventana
mévil de 1500 muestras. Trabajos similares han mostrado la utilidad de este método para estimar las
variaciones del exponente de escalamiento a(t) [23]. Los resultados se muestran en el siguiente capitulo.

Asi, con el fin de explorar la posible presencia de entradas sindpticas excitadoras en la neurona
marcapaso 1F y en la neurona silente 7E ambas se hiperpolarizaron a -80 mV. Con este procedimiento
se logrd exhibir la presencia de potenciales postsindpticos excitadores para el caso de la neurona 7E,
a diferencia de la neurona 1F en la que no se observan cambios en su potencial de membrana
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Exploracion de la presencia de entradas

sindpticas en la neurona 1Fy 7E

| Registro intraceluliar
de |a neurona 1Fy.

Ifyeccidn de
corriente a través.
dej electrodo.de
registro, .~ .

. Intracélular entre-§

N=1

Registro
intracelular
continuo por ui
tiempo estimado

« Potencial de A ; ;
membrana de fa Gk : : ~
neurcna 1F: -45 - o Condicién de su T . = Frecuencfa-de”
mVy . potencial de muestreo de 10 KHz

* Potencial de membrana a -80 = Estimacidn de la
membrana de la mv posible presencia de
neurona 7E: -40 entradas sinapticas
mV excitadoras

\ e » Andlisis de ia
dindmica de las
fluctuaciones de
voltaje del potencial
de membrana (DFA)

Figura T: Este procedimiento permitié explorar la posible presencia de entradas sindpticas excitadoras en la
neurona marcapaso 1F y en la neurona silente 7E. Esta etapa experimental permitié exhibir el efecto de la
actividad sindptica sobre dindmica de las fluctuaciones de voltaje.

4.4.6. Perfil de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga.

En otra serie de experimentos se realizén la perturbacién del manejo de calcio intracelular; al agre-
gar a la solucién salina normal: CdCls 100 pM y cafeina 20 mM respectivamente. Bajo el uso de estas
soluciones se esperaba que se modificara la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento
interespiga para la neurona 1F. En la figura 8 se resume el proceso experimental y de andlisis de datos.

El ganglio fue perfundido en un inicio con la solucién salina normal bajo un flujo de 2.5 ml/min
en una cdmara de registro con capacidad de 1.5 ml, €l registro intracelular comenzé después de 60 s
de perfusién y tuvo una duracién de 10 min; posteriormente, el ganglio fue perfundido con la solucién
salina cadmio después de 30 s y con una duracién de 7 min. En la figura 9 de forma detallada se
muestra la secuencia de estos experimentos. Se ha reportado que 100 uM de CdCly bloquea el 60 %
de la corriente de Ca*? en las neuronas de H. aspersa [32].

Ern otro experimento, el registro intracelular inicié después de 30 s de perfusién con solucién salina
normal, y tuvo una duracién de 10 min; posteriormente, el ganglio fue perfundido con solucién salina
cafeina después de 20 s y tuvo una duracién de 5 min. Se reconoce que la cafefna permite la liberacién
de Cat? de los compartimientos intracelulares (reticulo endoplasmatico) [33,34]. En la figura 9 se
muestra la secuencia de estos experimentos.

De forma similar, con la herramienta DFA se estudié el cambio en la dindmica de las fluctuaciones
de voltaje en el ségmento interespiga con respecto al tiempo, a través de una ventana mévil de 1500
muestras con el fin de estimar las variaciones del exponente de escalamiento a(t) [23]. La duracién del
segmento interespiga fue expresada en términos de un porcentaje con respecto a la duracién total, ya
que se ve modificada con respecto a la condicién experimental. Se considerd para los grupos solucién
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Figura 8: El estudio a detalle del cambio de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga
con respecto al tiempo, generd como resultado la identificacién de un perfil temporal en la dindmica, que se
puede asociar a la activacién de diferentes poblaciones de canales idnicos.
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Figura 9: En esta imagen se muestra la secuencia de los experimentos realizados bajo perfusién con la solucién
de salina CdCl; 100 pM y cafefna 20 mM, con el fin de modificar el mansjo de Cat? intracelular.
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Figura 10: Bajo una condicién control y la perturbacién del manejo de calcic intracelular, se exploré la
asociacidn entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y los intervalos temporales
interespiga (ISI).

salina: normal, cadmio y cafeina, 20 segmentos interespiga, N= 5; los datos fueron obtenidos a una
frecuencia de muestreo de 10KHz.

4.4.7. Relacién de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga
con el intervalo interespiga (ISI).

Con el fin de explorar una posible asociacién entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje
en el segmento interespiga y los intervalos interespiga, se consideraron de 48 a 50 exponentes de
escalamiento & obtenidos del andlisis de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y asi,
con su respectivo intervalo interespiga, se generd en un diagrama de dispersion de datos, del que
se estimé la correlacién expresada como el coeficiente de determinacién R2. Este procedimiento se
aplied para cada unos de los grupos de solucidn salina: normal, cadmio y cafeina. En la figura 10 se
esquematiza el proceso experimental y de andlisis de datos.

23



4.4.8. Estimacion del mimero de neuronas.

La estimacién del minimo nimero de neuronas marcapaso necesarias para los experimentos de
perfusién de la soluciones de salina cadmio y salina cafefna se obtuvo a partir del cdlculo de inter-
valo de confianza de la media poblacional del pardmetro o que fue obtenido mediante el andlisis de
la dindmica de segmento interespiga, tomando como referencia los resultados previamente encontra-
dos [56). En dicho estudio, se cosideraron 3 neuronas 1F cada una con 20 segmentos interespiga dando
como resultado o = 0,986 + 0,044. Asf, considerando este resultado y con una probabilidad del 95 %
de encontrar diferencias significativas en la estimacién del pardmetro o, ademss de un posible error
del 2% se obtuvo [74]:

_ (2 x (%)

Con base en esto se registraron al menos 5 neuronas 1F para cada etapa experimental y al menos
20 segmentos interespiga por neurona.
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Figura 11: El uso de la ecuacién de Langevin y el modelo de cascadas complejas ha ayudado a comprender
en mayor medida el funcionamiento de sistemas asi como la interaccién entre sus componentes, por lo que
se consideraron que podian explicar la fuente de un comportamiento con correlaciones de largo plazo en las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga. '

4.4.9. Ecuacién de Langevin y modelo de cascadas complejas.

El uso de modelos fisicos-bioldgicos ha ayudado a comprender en mayor medida el funcionamiento
de sistemas asi como la interaccién entre sus componentes. En diferentes trabajos se ha utilizado la
ecuacién de Langevin la cual ha permitido describir la dindmica de aparicién del potencial de accién
en una red neurcnal como funcién de la evolucién del potencial de membrana V;(¢):

+ i) (5)

aVi(t) _ (Viep — Vi(h))
dt T

en donde V...p es el potencial de repaso, 7 la constante de membrana y T';(t) un factor estocdstico
con una distribucién normal. En el anexo D se describe en mayor detalle este modelo [75,76].

En este estudio, se emple6 dicha ecuacion para modelar las fluctuaciones en el potencial de mem-
brana que sufren las neuronas, ya sea por procesos sindpticos o via la interaccién de canales idnicos,
lo que también podia ser 1itil para explorar el origen de las correlaciones de largo plazo en las fluctua-
ciones de voltaje en el segmento interespiga [75,76]. En la figura 21 se muestran estos resultados.

Por otro lado, también se exploré una dindmica criticamente auto-organizada que podia anilo-
gamente explicar el origen del comportamiento con correlaciones de largo plazo. La caracteristica
principal de este modelo es la falta de una escala particular que da lugar a una distribucién en forma
de ley de potencia y que se atribuye a la interaccién de los componentes de un sistema complejo [22).
Esta dindmica se ha propuesto como base para la organizacién de la actividad eléctrica neuronal ge-
nerada por la actividad sindptica [8,77]. En el anexo D se describe en mayor detalle este modelo [35].
En la figura 11 se bosquejan los métodos utilizados para la simulacién de las fluctuaciones de voltaje.

25



4.4.10. Anilisis estadistico.

Los datos obtenidos de los registros intracelulares y del ruido generado por el sistema de registro
fueron comparados con la prueba de Kruskal-Wallis, debido a que el conjunto de datos no presentaba
ura distribucién simétrica alrededor de su media. De igual forma se contrastaron los datos experi-
mentales que resultaron de la perturbacién del manejo de calcio intracelular mediante la prefusién
de la solucidn salina cadmio y cafefna. Para todos los casos se realizaron pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk [74].

Por otro lado, se estimé el coeficiente de determinacién (R2) con el fin de conocer la proporcién de
la variacién de las fluctuaciones temporales del intervalo interespiga, que se vincula a los cambios en
la dindmica de Ias fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga. La comparacién de R? con los
grupos solucion salina: normal, cadmio y cafeina también se realiz6 con la prueba Kruskal-Wallis [74].

Finalmente, se utilizé una prueba ANOVA de dos vias para identificar como la actividad eléetrica
de la neurona marcapaso 1F es afectada por la perturbacién de la dindmica de las fAluctuaciones de
voltaje en el segmento interespiga, mediante del uso de sustancias que interfieren con el manejo de
calcio intracelular [74).

La significancia estadistica se asumié en P<0.05.
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5. Capitulo 3
5.1. Resultados.

5.1.1. Regisiros intracelulares y caracterizacién del ruido generado por el sistema de
registro.

Se caracterizé y comparé el ruido generado por el sistema de registro, obteniéndose sefiales de
ruido de fondo (sin electrodo préximo a la neurona) antes y después de registrar la neurona 1F. Para,
estos registros se consideraron 10 segmentos interespiga con una longitud de 340 & 10 muestras de un
solo espécimen, los datos se registraron con una frecuencia de muestreo de 1KHz. En la figura 12 se
muestran estos resultados. ’

La mediana del exponente de escalamiento e para las fluctuaciones de voltaje antes de introducir
el electrodo a la célula fue 0.506 ([0.459, 0.529 | cuartil inferior y superior), 1.015 ([0.871, 1.151])
para las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y 0.571 ([0.516, 0.598]) para las fluctua-
ciones de voltaje después de introducir el electrodo a la célula. Se realizé un andlisis Kruskal-Wallis
encontrdndose diferencias significativas (P<0.0001). En la figura 12 se muestran estos resultados.

Para comparar y corroborar los resultados obtenidos, se registré también a una frecuencia de
muestreo de 10 KHz en donde se consideraron 20 segmentos interespiga con una longitud de 22000
=+ 3000 muestras de un sclo espécimen; asi mismo, se estimé la relacién sefial a ruido del segmento
interespiga. Para evitar su sobre estimacién se eliminé la tendencia del segmento interespiga bajo el
uso del método DFA.

La mediana del exponente de escalamiento o para las fluctuaciones de voltaje antes de introducir
el electrodo a la célula es 0.500 ([0.494, 0.516 ] cuartil inferior y superior), 1.034 ([1.014, 1.053]) para
las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y 0.570 ([0.567, 0.582]) para las fluctuaciones de
voltaje después de introducir el electrodo a la célula. Se realizd un andlisis Kruskal-Wallis encontrando
diferencias significativas (P<0.0001). En la figura 13 se muestran estos resultados.

Adicionalmente, se estimd la relacion sefial a ruido la media obtenida antes de introducir el elec-
trodo a la célula la cual resulto en 0.732 +0.182 dB ([0.494, 0.516 ] intervalo de confianza inferior y
superior del 95 %}, la estimacion se hizo para las fluctuaciones de voltaje en el segment interespiga
obteniendo 24.08 + 0.086 dB ([24.04 24.12]), y finalmente 0.312 + 0.245 dB ([0.197 0.426)) despues
de introducir el electrodo. En la figura 13 se muestran estos resultados.

5.1.2. Dindmica del intervalo interespiga (ISI).

Se exploré la presencia de un comportamiento con correlaciones de largo plazo en los intervalos
interespiga de un espécimen, a partir de un registro intracelular con una duracién de 26 minutos
obteniéndose 350 intervalos interéspiga. Con estos datos se generé una serie en donde se estimé su
exponente de escalamiento a en la figura 14 se presentan estos resultados.

5.1.3. Exploracion de Ia presencia de entradas sindpticas en la neurona 1F y 7E.

Se explord la posible presencia de entradas sindpticas que podrian ejercer un efecto sobre la dindmi-
ca de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, y consecuentemente determinar si estas
estdn involucradas en el origen de las correlaciones de largo plazo. Por lo que se procedié a hiperpo-
larizar a la neurona 7E hasta llevar su potencial de membrana a -80 mv en donde podria ser posible
observar la presencia de potenciales postsindpticos excitadores, en la figura 15 se muestran los re-
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Figura 12: En el panel A se muestra un ejemplo tipico de las fluctuaciones de voltaje con electrodo préximo
antes y después del registro intracelular de la neurona 1F (datos registrados a una frecuencia de muestreo de
1Khz), también se muestra la estimacién del exponente de escalamiento o para su correspondiente serie de
fluctuaciones de voltaje. En el panel B, se muestra la distribucién de los datos obtenidos al estimar el exponente
de escalamiento o con la herramienta DFA.
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Figura 13: En el panel A se muestra un ejemplo tipico de las fluctuaciones de voltaje con electrodo préximo
antes y después del registro intracelular de la neurona 1F (datos registrados a una frecuencia de muestreo de
10Khz), también se muestra la estimacién del exponente de escalamiento o para su correspondiente serie de
fluctuaciones de voltaje. En el panel B, se muestra la distribucién de los datos obtenidos al estimar el exponente
de escalamiento o con la herramienta DFA y los resultados obtenidos al estimar la relacién sefial a ruido de las

fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga.
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Figura 14: En el panel derecho se presenta la secuencia del intervalo interespiga (IST) de la neurona 1F, esta
serie representa un registro intracelular continuo con una duracién de 26 minutos en donde se obtuvieron 350
I8T’s, y la distribucién de frecuencia de los intervalos interespiga. En el panel derecho se muestra la estimacién
del exponente de escalamiento para la secuencia del intervalo interespiga (ISI) o = 1.09 £ 0.03.

sultados obtenidos. Este mismo procedimiento se llevé a cabo sobre la neurona 1F los resultados se
muestran en la figura 16.
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Figura 16: Neurona 1F en hiperpolarizacién bajo inyeccién de corriente continua de 2 nA, no presenta un com-
portamiento coincidente con entradas sindpticas lo que corrobora trabajos anteriores [14]. También se muestra
las variaciones del exponente de escalamiento a(t) a lo largo de la duracién de la serie (Panel Inferior).

5.1.4. Perfil de ]a dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga.

Con el fin de estudiar de forma detallada la dindmica de las fluctuaciones de voltaje a lo largo de
la duracién del segmento interespiga, se analizé de forma progresiva con la herramienta DFA con una
ventana mévil de 1500 muestras las fluctuaciones de voltaje. La duracién del segmento interespiga
fue expresada en términos de porcentaje. 20 segmentos interespiga fueron considerados por neurona
para los tres tipos de solucién salina: normal, cadmio y salina cafeina. En la figura 17 se muestran los
perfiles tipicos.

5.1.5. Efecto de la solucién salina de cadmio y cafeina en el perfil de la dindmica de
las fluctuaciones de voltaje.

Se estimé un perfil promedio considerando los datos de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje-
para los diferentes porcentajes de duracion del segmento interespiga, N=>5 (ver figura 17). Los efectos
de la solucién de cadmio y cafefna sobre el perfil de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el
segmento interespiga se presentan en la figura 18 . Se utilizd la prueba de ANOVA de dos vias para
evaluar la interaccién entre el exponente de escalamiento y el porcentaje de duracién del segmento
interespiga (P <0.0002).

32



€g

-
==

-k
-

Solucldn salina normal Solucldn sallna cadmio Solucion salina cafeina

-
-

T T -

-

F——_———,———— e —_———— e e ]

uh
-

e
w
v
1
o
:
io
!
e
W
.

e
@

o
-
~
e
L
T
i

Zé:
4
?

o
o
e
o
.
:
°
[ ]
:
;

Exponenté de escalamiento («)
Exponente de escalamiento (a)
&

Exponente de escalamiento ()
[-]

"

=]
[
-]
e
L]
;
]
e
L
;
1

L] 20 40 60 20 100 0 20 a9 -] 5o 100 0 20 40 60 80 100

Porcentaje de duracién del Porcentaje de duracidn del Porcentaje de duracién del
segmento interespiga (%) segmento interespiga (%) soegmento int’erespi;ga' {%)

Figura 17: Perfil normalizado de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga de tres condiciones experimentales, para el anilisis
se utiliz6 una ventana mévil de 1500 muestras. Las lineas punteadas representan la media, y desviacién estdndar de la estimacién de o para series de control
numérico, con correlaciones de largo plazo (as 1} y de tipo aleatorio (a== 0.5). '



.3 Solucién salina normal =1 Soluclén salina normal
'E= Soluclén sallna cadmlo &3 Solucion salina cafeina

144 == 1.1
p S 104 T iR o & 1.0
8=t 5
o+ 0,94 | 6 s 0,99 =
Pt Lo
2 0] 2 0]
g v EE -
Q . o
g3 0.7 2 0.7
ok o
‘@ 0.67 o 0.6
0.5 . - , ; ; .5 .
B 20 40 600 80 100 80
Porcentaje de duracidn del Porcentaje: de duraciém dél,
segménto ihte'réspig_a, {%) segmento interespigal (%)

Figura 18: (Panel Izquierdo)Efecto de la solucién salina de cadmio en el perfil de la dindmica de las fluctuaciones
de voltaje en el segmento interespiga. La prueba de Bonferroni confirmé una reduccién significativa de la
magnitud de las correlaciones de largo plazo en la primera parte del perfil {P<0.01). (Panel Derecho) Efecto de
la solucidn salina de cafeina en el perfil de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga.
La prueba de Bonferroni no confirma una reduccién significativa de la magnitud de las correlaciones de largo
plazo en el perfil de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga(P=>0.05), N=5.

5.1.6. Relacién de la dinamica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga
con el intervalo interespiga (ISI).

Bajo perfusidn continua de la solucién salina normal en la neurona 1F, se exploré la relacién de Ja
duracidn del intervalo interespiga (ISI) y su correspondiente exponente de escalamiento (o), figura 19.
Con estos datos se estimé la mediana del coeficiente de determinacién R? obteniendo: 0.683 ([0.647
0.776] cuartil inferior y superior), N=5. Se exploraron los posibles cambics en la asociacién bajo la
perfusién de la solucién de salina cadmio obteniendo una R? de: 0.405 [0.381 0.495 ). De la misma
forma, se perfundié la solucién de salina cafefna lo que dio como resultado para R2: 0.151 [0.118
0.222]. Las diferencias significativas entre los grupos fueron confirmadas por la prueba de Kruskal-
Wallis (P<0.001), en la figura 20 se muestran estos resultados.
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Figura 20: Diferencias significativas entre los grupos experimentales (P <0.0001). Al comparar los promedios
de los exponentes de escalamiento estimados de las fluctuaciones de voltaje, no fue posible encontrar diferencias
entre 1os grupos (Omormat = 0,950 == 0,136, @eadmio = 0,937 £ 0,289, ercgfeine = 0,946 £+ 0,111). De la misma
forma, tampoco fue posible encontrar diferencias significativas en los promedios de los tiempos del intervalo
interespiga I57(S)normat = 0,940 £ 0,686, I'STeaamio = 0,324 £+ 0,168, ISI a1eina = 0,238 £ 0,0457.

5.1.7. El uso de la ecuacién de Langevin y la generacién de cascadas complejas como
modelo explicativo de la presencia de correlaciones de largo plazo en la dindmica
de las fluctuaciones de voltaje interespiga.

El uso de la ecuacién de Langevin y el modelo de generacidn de cascadas complejas, adaptados para
canales i6nicos, permitié generar series sintéticas con fluctuaciones de voltaje similares al segmento in-
terespiga que se obtiene del registro intracelular de la neurona 1F. En la figura 21 se muestran dos series
sintéticas con correlaciones de largo plazo que fueron confirmadas por su exponente de escalamiento o
(1.067 + 0.03 y 0.982 + 0.04, respectivamente). Estas series fueron obtenidas ajustando la desviacién
estdndar del término estocdstico de la ecuacién de Langevin y, por otro lado, considerando un creci-
miento en tasa exponencial de la conectividad entre los miembros que propagan una cascada compleja.
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Figura 21: Series sintéticas con fluctuaciones de voltaje similares al segmento interespiga que se obtiene
mediante el registro intracelular (Panel, Izquierdo). Andlisis de las series sintéticas me diente la herramienta
DFA. El resultado sugiere la presencia de correlaciones de largo plazo; para el uso de la ecuacién de Langevin se
constderaron 10° canales iénicos. Este mismo nimero de canales fue considerado para la generacién de cascadas
complejas y ademds considerando que presentan una conectividad de 0.03 (Panel, Derecho).
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6. Discusién de resultados

6.1. Registros intracelulares y caracterizacién del ruido generado por el sistema
de registro.

Al inicio de esta investigacidn se compard y caracterizd la dindmica de las fluctuaciones de voltaje
en el segmento interespiga antes y después de realizar el registro intracelular (sin electrodo préximo a
la neurona); los datos se obtuvieron a una frecuencia de muestreo de 1KHz. El conjunto de resultados
que se presentan en la figura 12 muestra que las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga
presentan una dindmica con correlaciones de largo plazo. Por otro lado, las fluctuaciones de voltaje
antes y después de realizar el registro intracelular presentan una dindmica aleatoria, sin correlaciones.

Para ¢omparar y corroborar los resultados previamente encontrados, el mismo experimento se repi-
tié & una frecuencia de muestreo de 10KHz y de igual forma se estudié la dindmica de las fluctuaciones
de voltaje en el segmento antes y después de realizar el registro intracelular (sin electrodo proximo a
la neurona). Ademds con este conjunto de datos se estimé su relacién sefial a ruido. En la figura 13
se muestran los resultados obtenidos, en donde la estimacion de la relacién sefial a ruido es signifi-
cativamente mayor en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga en comparacién con las
fluctuaciones de voltaje antes y después de realizar el registro intracelular.

De esta forma se descarté que la presencia de correlaciones de largo plazo en las fluctuaciones de
voltaje en el segmento interespiga podria ser generada por efecto del sistema de registro y adquisicién
de los datos. Estos resultados sugieren entonces que la presencia de correlaciones de largo plazo en las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga ofrece informacién funcional sobre la interaccién
de los mecanismos involucrados en la modulacién del potencial de membrana. de la neurona marcapaso.

6.2. Anilisis del intervalo interespiga (ISI).

A lo largo del tiempo se ha asumido que las neuronas del sistema nervioso central codifican la
informacién a través de cambios en la frecuencia de aparicién del potencial de accién. Al respecto, el
estudio de las fluctuaciones del intervalo interespiga (ISI) ha sugerido un comportamiento con corre-
laciones de largo plazo [2,12,59).

Con el fin de corroborar y comparar dichos hallazgos prevics de la dindmica .del intervalo in-
terespiga, se realizd un registro continuo de la actividad eléctrica de la neurona marcapaso 1F. Los
resultados que se muestran en la figura 14 sugieren un comportamiento con correlaciones de largo
plazo, lo que coincide con otros trabajos en donde se reporta el mismo comportamiento. Los autores
sugieren que la presencia de correlaciones de largo plazo en la dindmica del intervalo-interespiga podrfa
estar relacionada a la frecuencia de despolarizacién, plasticidad neuronal y al proceso de transmisién
de informacién [3,13], excitacién y sincronizacién de grupes neuronales. -

6.3. Efecto de la actividad sindptica sobre la dindmica de las fluctuaciones de
voltaje.

Las neuronas marcapaso se identifican por generar actividad eléctrica intrinseca generada por la
interaccién de diferentes poblaciones de canales i6nicos, el metabolismo de segundos mensajeros y
el manejo de Ca*? intracelular [40, 60, 78]. Por otro lado, la modulacién de estos mecanismos dada
por la presencia de entradas sindpticas, también puede influir en un incremento o decremento de su
excitabilidad.
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Asf, con el fin de explorar la posible presencia de entradas sindpticas excitadoras en la neurona
marcapaso 1F y en la neurona silente 7E ambas se hiperpolarizaron a -80 mV. Con este procedimiento
se logré revelar la presencia de potenciales postsindpticos excitadores para el caso de la neurona 7E,
a diferencia de la neurona 1F en la que no se observan cambios en su potencial de membrana. En las
figuras 15 y 16 se muestran estos resultados.

Esto permitié descartar que la actividad eléctrica de la neurona 1F es modulada por entradas
sindpticas excitadoras, circunstancia que también se respalda por un mapeo topogrifico de la neurona
1F que no revel$ dicho tipo de entradas [14,63], (ver figura 16).

Ademds, se explord el efecto de la actividad sindptica sobre dindmica de las fluctuaciones de voltaje
a lo largo de la duracién del registro. Para el caso de la neurona 7E hiperpolarizada se puede observar
. (figura 15) que, para la escala temporal en donde se aprecia un potencial postsindptico excitador, el
anilisis a través de la herramienta DFA indicd un incremento en la magnitud del exponente de escala-
miento «. Este incremento sugiere que la actividad sindptica podia efectivamente influir e incrementar
la interaccién entre los mecanismos que modulan el potencial de membrana y por lo tanto la funcién
de la neurona silente 7E.

Pero, para el caso de la neurona marcapaso 1F, no se observan cambios en la dindmica de las
fluctuaciones de voltaje a lo largo de la duracién del registro (ver figura 16), en consistencia con la
ausencia de entradas sindpticas [14,63]. Esta falta de entradas sindpticas permitié entonces dirigir la
exploracién del posible origen de correlaciones de largo plazo en la neurona 1F exclusivamente a. la
interacion de las diferentes poblaciones de canales idnicos y a el manejo de calcio intracelular tal como
se discute a continuacién.

6.4. Perfil de la dinimica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interes-
piga.

El estudio a detalle de la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga con
respecto al tiempo generé como resultado la identificacion de un perfil temporal. Este perfil se puede
asociar a la activacidn de diferentes poblaciones de canales i6nicos, particularmente a los canales SK
cuya activacién es generada por la entrada de Ca+? al medio intracelular durante el potencial de accién,
ya que se ha identificado que su accién se presenta durante la fase posterior a la hiperpolarizacién y
se reconoce que la actividad de estos canales permite modular la frecuencia de aparicién del potencial
de accién [24-26).

El perfil temporal sugiere que la dindmica de los canales SK introduce correlaciones de largo plazo
en la primera parte del perfil y este comportamiento podria ser modulado por la entrada de Ca't?
al medio intracelular. Por otro lado la parte central de perfil con pérdida de correlaciones de largo
plazo podria estar modulada por la dindmica de canales de potasio K, y canales GIRK [27-29]. Esta
ausencia de correlaciones se mantiene hasta el punto en donde los canales (Na,, Cat? de tipo L y
'N) son activados para generar la fase de despolarizacién del potencial de accién [27, 30, 31], lo que
introduce nuevamente correlaciones de largo plazo en la parte final del perfil temporal. En la figura 17
se muestran estos resultados.

Es asi entonces como los cambios en el exponente de escalamiento e parecen reflejar la interaccién
entre las diferentes poblaciones de canales iénicos inmersos en la generacién de las fluctuaciones de
voltaje en el segmento interespiga. Para indagar mds sobre esto, se realizd la perturbacidn del manejo
de Cat? intracelular a través del bloqueo aproximado del 60% de la corriente de Ca™2 con la solucién
salina cadmio [32], lo que resultd en la modificacién del perfil temporal de la dindmica de las fluctua-
ciones de voltaje. -
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El uso de la solucién salina de cadmio generé un decremento significativo del pardmetro « al inicio
del perfil y en menor grado al final. Lo que permiti6 identificar que estos efectos son probablemente
generados por la perturbacién especifica de la dindmica de los canales SK y Ca, (ver figura 17).

Para explorar el efecto opuesto, se aprevechd el uso de la solucién salina cafefna ocacionando la
hbera.cmn de Ca®? de los compartimientos intracelulares y de esta forma la perturbacién de su regula-
"cién [33,34]. Con esto se encontré como primer resultado un incremento en la frecuencia de aparicién
del potencial de accién. Y al hacer una inspeccién en el perfil temporal de la dindmica de las fluc-
tuaciones de voltaje se observd un incremento o mantenimiento del exponente de escalamiento « a lo
largo de la duracién del segmento interespiga {vér figura 17).

Este incremento podrfa entonces ser ocasionado poi' la falta de regulacién de los mecanismos intra-
celulares que dependen de Ca*?, en donde las constantes de activacién de estos mecanismos podrian
estar traslapadas [35,36], y cubrir un amplio rango de escalas temporales [37), lo que da lugar a un
ineremento o mantenimiento del exponente de escalamiento . Uno de estos mecanismos podrfa ser la
no inactivacion de los canales SK cuya dindmica podria estar presente a lo largo de toda la duracién
del segmento interespiga.

Por otro lado, se exploré una posible asociacién entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje
en el segmento interespiga y los intervalos interespiga a través de la estimacién del coeficiente de
determinacién. Asf, para la solucién salina normal, se encontré que cerca del 70% de los cambios que
se observan en la frecuencia de aparicién del potencial de accién se vinculan a la dindmica de las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga. Por otro lado, para el caso de la solucién salina
cadmio se encontré que se reduce esta asociacién al 40 % y es aun m4s notable para la solucién salina
cafefna que se redujo al 20 %. Estos resultados indican una relacién funcional entre la dindmica de las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y el intervalo interespiga (ISI), que se ha considera-
do como el mecanismo de codificacién de 12 informacién neuronal y que de acuerdo a dichos resultados
esta asociacién funcional es mediada por el manejo de Ca*? intracelular, (ver figuras 19 y 20).

Finalmente, es importante resaltar que al estimar un iinico exponente de escalamiento & para las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, no se ofrece informacién sobre los momentos en
donde se presenta un mayor o menor grado de correlaciones [72,79]. Por lo anterior, fue necesario
realizar un anilisis con mayor resolucién temporal como también se han realizado en otros trabajos
en donde se identifican cambios temporales de la dindmica [23].

’

6.5. Ecuacién de Langevin y modelo de cascadas complejas.

El empleo de modelos fisicos-biolégicos ha ayudado a comprender en mayor medida el funciona-
miento de sistemas, asi como también la interaccién de sus componentes. Aqui, mediante el uso de
la. ecuacidn de Langevin y el modelo de cascadas complejas se logré reproducir las fluctuaciones de
voltaje en el segmento interespiga con correlaciones de largo plazo. Lo que permite sugerir y sustentar
que el posible origen de las correlaciones de largo plazo en las fluctuaciones de voltaje en el segmento
interespiga es generado por la interaccién de canales idnicos.

Este resultado coincide con Ja idea de identificar un sistema criticamente auto-organizado, en donde
los componentes del sistema trabajan de forma individual hasta un punto umbral en donde se generan
cascadas o avalanchas que surgen por la interaccién de sus componentes [22,45]. De esta forma, la
distribucién espacial y temporal de dichas cascadas se caracteriza por presentar una ley de potencial
que describe el comportamiento dindmico del sistema [80], (ver figura 21).
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Algunos trabajos sugieren que la actividad eléctrica en el sistema nervioso central, podria consi-
derarse de manera similar como una especie de avalancha neuronal, en la que la actividad eléctrica se
propaga cuando las neuronas individuales generan el potencial de accién en las neuronas subsiguientes
a través de las entradas sindpticas [9,81]. Los resultados de esta tesis podrian sugerir que un sistema
criticamente auto-organizado se manifestaria a nivel de una sola neurona { ver figura 21).

7. Conclusiones

Tradicionalmente se han considerado a las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga como
un error en la medicién o como ruido de fondo generado por el sistemna de registro, por lo que a menudo
estas fluctuaciones son filtradas y excluidas del andlisis final de los datos para enfocarse en los valores
promedios considerados como los que mejor describen al sistema.

Por el contrario, los resultados obtenidos en esta tesis muestran claramente la presencia de co-
rrelaciones de largo plazo en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, que parecen ser
generadas por la interaccion de las diferentes poblaciones de canales idnicos que modulan el potencial
de membrana.

La principal contribucién de este trabajo fue identificar una relacién funcional entre la dindmica
de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y el intervalo interespiga (ISI) de la actividad
eléctrica de tipo marcapaso, que se considera como medio de adaptacién, transmisién y codificacién
de la informacién neuronal [19, 20].

De esta forma, la presente investigacién provee hallazgos que indican una relacién funcional entre la
dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y el intervalo temporal interespiga
(ISI) y que funcionalmente estd mediada por el manejo de Ca*? intracelular.

8. Limitaciones

La limitacién de este trabajo se encuentra al no confirmar que los canales SK introducen especifi-
camente correlaciones de largo plazo en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, ya
que no fue posible el blogueo especifico de los canales SK. Sin embargo, se considera que de forma
indirecta sf se perturbd su dindmica lo que llevd a modificar la asociacién entre la dindmica de las
fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga y los intervalos temporales interespiga (ISI) que
se ha considerado como el mecanismo de codificacién y transmisién de la informacion a lo largo del
sistema nervioso central [13].

9. Trabajo a futuro

» Identificar la posible presencia de otras caracteristicas como no-linealidad, direccionalidad y
multifractalidad en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, para asi comprender
en mayor medida el tipo de interaccién de los componentes que modulan su dindmica [82-84).

= Indagar con mayor profundidad los posibles mecanismos que estdn involucrados en generar la
asociacién entre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje y los intervalos interespiga, bajo €l
uso de blogueadores especificos para canales idnicos; en particular el uso de apamina para el
bloqueo de canales SK y tertiapina-q para canales GIRK [85,86].
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10.

Realizar mediciones del cambio en la concentracién de calcio intracelular con respecto al curso
temporal de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga, con el fin de evaluar el efecto
del calcio sobre la dindmica de las fluctuaciones de voltaje [87, 88].

Estudiar la dindmica de las fluctuaciones de voltaje interespiga de la neurona marcapaso 1F bajo
cultivo y explorar el efecto del tipo de sustrato en la dindmica de las fluctuaciones de voltaje,
ya que se reconoce que el tipo de sustrato puede afectar el comportamiento de las diferentes
poblaciones de canales iénicos asi como la morfologia y funcién de las neuronas [89,90].

Explorar con mayor detalle el efecto de la actividad sindptica sobre la dindmica de las fluctuacio-
nes de voltaje y tratar de identificar a la cascada de posibles mecanismos que se activan debido
a el efecto del neurotransmisor, y que dan lugar a una dindmica no aleatoria en las fluctuaciones
de voltaje en el potencial de membrana de neuronas silentes [3,9)].

Explorar en mayor medida los modelos fisicos-biologices en donde se asocie la dindmica de las
Auctuaciones de voltaje con los intervalos interespiga, y vincular el efecto de la actividad sindptica
sobre esta relacién [22,75].

Articulos publicados

Sesefia-Rubfiaro A., Echevarrfa J.C., Godinez Fernindez J.R., (2014). Fractal-like correlations
of the fluctuating inter-spike membrane potential of a Helix aspersa pacemaker neuron. Comput
Biol Med. 53, 258-264. - '

Sesefia-Rubfiaro A., Godinez-Ferndndez J.R.., Echevarria J.C., (2017). Relationship of pacemaker
neurons between the long-term correlations of membrane voltage fuctuations and the duration
of the inter-spike interval. J. Membr Biol. 250, 249-257.
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Figura 22: A)Diagrama esquemédtico de la masa ganglionar periesofigica, se muestra la posicién de la nevrona
marcapaso 1F, y la neurona silente con entras sindpticas 7E, imagen tomada de Kerkut et al. 1975.

11.

Anexo A: Diseccién del espécimen Heliz aspersa

Los especimenes utilizados fueron hidratados con agua simple 72 horas antes del inicio de cada
experimento. La diseccién se desarrollé de las siguiente manera.

1.
2.

Se extrajo cuidadosamente la masa nerviosa ganglionar sub y perioesofdgica.

La masa ganglionar se colocd y se fijé con alfileres de diseccidn sobre una caja petri cuyo fondo
se encuentra recubierto por una capa de PDMS (polidimetilsiloxano) de la marca Sylgard 184.

. La fijacién fue con la cara dorsal expuesta con el fin de identificar la estructura de la masa

ganglionar y observar los cuerpos neuronales, cabe mencionar que la caja de petri debe contener
solucién salina normal. con la siguiente composicién: NaCl 75 mM, KCl 4 mM, CaCl; 10 mM,
MgClz 5 mM y Hepes 5 mM, con pH dé 7.5 ajustado con NaOH a 1M.

. Utilizando un microscopio estereosedpico de American Optical y material de microdiseccién se

procedid a retirar la membrana del tejido conectivo que envuelve a la masa ganglionar.

. Esta remocidén se realizé con tijeras para microdiseccién, iniciando por el lado izquierdo de la

masa ganglionar sobre el nervio 2 y rebordeando hacia el lado posterior del ganglio E, G y F,
hasta Ja zona de emergencia del nervio 4, ver figura 22. . -

- Se corté cuidadosamente el tejido conectivo adosado a los nervios 1-4 son cortar estos nervio,

posteriormente se aplicé proteasa tipo X1V a una concentracién de 5 mg/10 ml en solucién
salina normal durante un intervalo de 10-15 min a temperatura ambiente, con el proposito de
reblandecer la segunda capa de tejido conectivo que cubre directamente las neuronas.

. Se lavé la preparacién con salina normal para detener la accién de la enzima y se procedié a

remover esta 1iltima capa de tejido con pinzas para microdiseccién para asf exponer las neuronas
del ganglio F en particular la neurona marcapaso 1F.

43



12. Anexo B: Relacion de la funciéon de auto-correlacion con el ex-
ponente de escalamiento «.-

La intencién de realizar un estudio de la dindmica de las fluctuaciones en una serie de tiempo es
identificar una posible interaccién de los mecanismos que darian origen a la serie, de tal forma qué
se buscan caracteristicas como auto-afinidad y/o una relacién de escala dada por una ley de poten-
cia [91,92]. Estos pardmetros a su vez se relacionan con la funcién de auto-correlacién Raz[k], la cual
permite determinar en qué medida el valor actual de la serie x[i] depende de sus valores previos x [i-k].

o0

Roz[k] = > =lilzfi &) (6)
i=—co
en donde k representa cualquier valor entero —o0o < k < co. Para series generadas a partir de las
permutaciones aleatorias de sus valores, la funcién de auto-correlacién Ry:[k] es 0 para x [i-k] [92].

Por otro lado, para series que presentan correlaciones de corto plazo, la funcién de aunto-correlacién
decae exponencialmente Rz.[k] = exp(-7o) en donde 7= x{i-k] / x[i-ko], para series con una escala de
tiempo caracteristica .

Finalmente, en series que presentan correlaciones de largo plazo, la funcidn de auto-correlacién se
comporta en forma de una ley de potencia Ry.[k] = 77 para 7=x[i-k]. Asf, la relacién entre o y -y
ésta dada por a=1-(y/2) [92].

Un expenente de escalamiento o con valores cercanos a 0.5 indica que las fluctuaciones de la
serie son aleatorias no presenta correlaciones de largo plazo. Para valores de « cercanos a 1 la serie
presenta correlaciones de largo plazo (es decir, los valores actuales de las serie estdn correlacionados
estadisticamente no sélo con valores inmediatamente anteriores sino también con valores de tiempo
previos, lo que revela un comportamiento no aleatorio o con estructura temporal). Para valores de o
cercanos o mayores a 1.5 la serie presenta correlaciones que tienden a manifestarse en ciertas escalas
de tiempo particulares, debido a que las fluctuaciones de la serie son mds regulares [21,42].
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Figura 23: Proceso de eliminacién de tendencia en las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga para
n=2500 y n=10 muestras.

13. Anexo C: Analisis de las fluctuaciones sin tendecia

El método de analisis de fluctuaciones sin tendencia (DFA) ha demostrado ser dtil para exhibir la
presencia de correlaciones de largo plazo en las series de tiempo a través de la estimacién del exponente
de escalamiento a, que se considera refleja las interacciones de los mecanismos que generan la serie de
datos. Una de las razones por la cual se utiliza este método es que evita la falsa deteccién de correla-
ciones de largo plazo, que podrian ser generadas por la no estacionalidad de la serie de datos [21,72].

Primero, la serie de datos original es integrada de acuerdo a la siguiente ecuacion:

k
y()) = 3 lv() — 7l Q)
i=1
en donde y{k) representa el k-ésimo valor resultado de la integracién (k=1, 2, 3,...,.L), por otro
lado y(i) es el iésimo valor de la serie original y finalmente § representa el valor medio de la serie con
L muestras en total.

Posteriormente, la serie integrada es dividida en segmentos independientes del mismo tamafio n
que comprende al nimero de muestras y que abarcan una escala de tiempo particular. En este conjunto
de muestras se realiza un ajuste por minimos cuadrados para generar y,(k) y con el cual se sustrae la
tendencia local de la serie integrada y(k), ver figura 23.

La fluctuacién cuadrética media F{n) puede ser calculada de la siguiente forma:

L
P = | £+ D Iuk) - vl ®

k=1

Este procedimiento se repite para un conjunto amplio de valores de n, obteniéndose una relacién
que se aproxima a una ley de potencia F{n) = n®. Asi, el exponente de escala a se estima por la
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pendiente obtenida a partir de la la representacién logarftmica entre las variables F(r) y n.

Un exponente ‘de escalamiento o con valores cercanos a 0.5 indica que las fluctuaciones de la
serie son aleatorias no presenta correlaciones. de largo plazo. Para valores de o cercanos a 1 la serie
presenta correlaciones de largo plazo (es decir, los valores actuales de las serie estdn correlacionados
estadisticamente no sélo con valores inmediatamente anteriores sino también con valores de tiempo
previos, lo que revela un comportamiento no aleatorio o con estructura temporal). Para valores de a
cercanos o mayores a 1.5 la serie presenta correlaciones que tienden a manifestarse en ciertas escalas
de tiempo particulares, debido a que las fluctuaciones de la serie son mds regulares [21,42].

€
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14. Amnexo D: Cascada compleja y Ecuaciéon de Langevin.

14.1. Cascada compleja (Sistema criticamente auto-organizado)

De acuerdo al modelo de Brunk la probabilidad P, de continuar una cascada compleja estd dada
por la siguiente ecuacion:

re= Gt ®

En donde N es el total de miembros en el sistema, n representa al nimero de miembros gue pueden
transmitir una cascada, r es el niimero de miembros que actualmente toman parte de la cascada y g
representa la conectividad entre los miembros de la cascada [35)].

» N = 10°; Nimero de canales iénicos.
= 7 <n > N; Endonde n y r son un mimero aleatorio de canales idnicos.
« g =T,5; Conectividad entre canales iénicos {ajuste empirico).

n Ve = 4mV; Cambio de voltaje méximo en el segmento interespiga desde la etapa de hiper-
polarizacié hasta el umbral de disparo del potencial de accién.

s Viona = 0,00004mV; Contribucién de voltaje por canal al segmento interespiga.

s AV = N % Py x Vgna; Cambio de voltaje en el potencial de membrana.

n V= Alx ei:' +AZ=% e':?t + A3 % e% + M %7+ C; Funcién de ajuste para simular la tendencia de
un segmento interespiga tipico. En donde Al = —9,20529; A2 = (,53177; A3 = —1,45376; 11 =
—670,149; 7» = —170,821; 73 = 12,498: M = 0,02436; C = —46,5285.

s V. = V. + AV + §; Fluctuaciones del voltaje del segmento interespiga con una dindmica no
aleatoria, en donde £ representa ruido aleatorio con una distribucién normal (0, 1).

14.2. Ecuacién de Langevin.

La ecuacién de Langevin considerada como una ecuacién diferencial que gobierna la dindmica del
potencial de mebrana interespiga Vi, [75,76] ¥ es generado por lo siguiente:

dVim(t)
dt
En donde L{V,,t) = Yﬂ;—ml/m. 0 L(Vq,t) = A slendo A una constante; en ambos casos el modelo
responde de la misma forma respecto a datos aleatorios. I';(Vi,,t) es un pardmetro estocdstico con
distribucién Gausiana delta correlacionada que se caracteriza por p y o [93].

= L{Vn,t) + T's(Vin, 1) (10)

Se utilizé la ecuacién de Fokker-Plank para obtener la solucién de pardmetro estocistico de la
ecuacién de Langevin [75):

OP(Vi,t) _ 0% 02P(Vinyt Vo — Vin)y . OP(Vimy?) _ 1
(Bt - 2 a(w )_("‘_(DT o E‘av )_‘3‘ * PVina 1) =
m m m

En donde Vy = Vi, para t = 0, 7, = Constante de la membrana, P(V,,,t) = Distribucién de
probabilidad. '

La siguiente ecuacién muestra la solucién normalizada de la funcidn de probabilidad para el pardme-
tro estocéstico [75,93).
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PN(Vm:t)

= P * et * exp| 1 * ( P+ro
T Jmxexmn  (/1—+2() PITTRD 2xbovfexao

—~y(t)* P*2)’  (12)

En donde -57TmV < Vi, < -53 mV son valores tipicos para las fluctuaciones de voltaje en el segmento
interespiga.

Tm; Constante de membrana.

C; Conectividad entre canales iénicos. ,

M; Niimero total de canales i6nicos. |

J; Contribucién de voltaje del potencial de membrana por la poblacién de canales idnicos.
v; Frecuencia de apertura del canal iénico.

€ Duracién de la funcidn delta.

v(t) = e /2% by * \JEF g

p=CsMxv*J

o2 =CxMxuxJ?

ag = (i % Tm — 03)/Tm
P=1/o%+/by

ag=P?+1/(4* bk x¢€)
z=ag+ bV,
AV = P, * Vpmez En donde P, es un valor aleatorio de Py(Vi,t)

Vm = Ve + AV 4+ £ Fluctuaciones del voltaje del segmento interespiga con una dindmica no
aleatoria, en donde £ representa ruido aleatorio con una distribucién normal (0, 1).

Se utilizarén los siguientes valores para la simulacién: € = 1078ms, C =1, M = 10%, J = 0,ImV,
LT = 45mV, 621 = 4,5mV?, 7, = 15ms [94]
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15. Anexo E: Canales SK, Ca?" tipo L , N y GIRK.

Gracias al estudio de la actividad eléctrica neuronal en diversas especies biolégicas, como el espéci-
men Héliz Aspersa, se ha encontrado en mayor o menor medida ]la comprensién sobre algunos me-
canismos inmersos en la generacién de actividad eléctrica, asf como el probable procesamiento de la
informacién involucrada [95,96]. El amplio uso de este espécimen se debe: a) a la facilidad en manejo
del tejido nervioso; ademds, de que b) el sistema nervioso de este espécimen puede considerarse como
un modelo a escala de un sistema nervioso mds grande y/o complejo [63,95,97).

En esta investigacion se identificé y seleccioné a la neurona 1F que presenta las siguientes ven-
tajas: su actividad eléctrica es de tipo marcapaso; se conocen varios de los mecanismos involucrados
en la modulacién de su potencial de membrana; esta neurona no presenta entradas sindpticas [14], no
obstante, si tiene receptores a sustancias neuromoduladoras; la ubicacién topogrifica permite el fcil
manejo del tejido nervioso, ademds de que su didmetro oscila entre los 100-200 pm, lo que permite su
facil identificacién y su registro intracelular [57).

El estudio a profundidad de estas neuronas, ha permitido conocer varios de los mecanismos involu-
crados en la modulacién de su potencial de membrana, entre los mecanismos reportados se encuentran
los canales de KVI1—1,6 y Na.v'l':2 dependientes de voltaje [27,67]. Asf, mismo se conoce que dicha
neurona presenta canales BK; (con alta dependencia al voltaje y baja dependencia a la concentracién
de Ca?t intracelular), canales SK2 y SK3(con baja dependencia al voltaje y alta dependencia a la
concentracién de Ca2t intracelular) 68,69, canales de Caf:g de tipo L, canales de Cavg:'.‘; detipoNy "~
P/Q2, [27], y también canales GIRK2 [27,29,70)].

Dentro de los principales canales idnicos que se consideran podrian tener un efecto significativo en
la dindmica de las fluctuaciones de voltaje en el segmento interespiga se encuentran, los canales SK,
Ca?t de tipo L y N. A continuacién se describen algunas de las propiedades de estos mecanismos.

15.1. Canales SK

Los canales SK conocidos también como canales de pequefia conductancia han sido encontrados
en miocitos ventriculares de mamifero, misculo esquelético, misculo liso de la vejiga urinaria, y son
tamhién ampliamenten expresados en el sistema nervioso [98-101). Los canales SK presentan una
conductancia aproximada entre los 10-20 pS. A diferencia de los canales BK, no son afectados por
bajas concentraciones de TEA (tetraetil amonio), charybdotoxina o iberiotoxina. Sin embargo, son
bloquéados de forma especffica por apamina, sustancia extraida del veneno de abeja [85], tubocurarina
y bicuculina [102]. Su activacién estd dada exclusivamente por un incremento en la concentracién de
caleio intracelular en un rango méximo de 400-800 nM [103, 104]. La activacién de estos canales
origina una corriente denominada corriente media de potasio la cual se presenta durante la fase de
hiperpolarizacién (mAHP) [105,1086].

15.2. Estructura de los canales SK

Los canales SK son codificados por el gen denominado KCNN1-8 [101] con una terminal C y N
citoplasmatica. El canal SK presenta una topologia similar a la familia dé canales de potasio acti-
vados por voltaje (Kv). Estos canales consisten en seis segmentos transmembranales (S1-56) con el
poro localizado entre S5 y S6. El segmento S4 corresponde al sensor de voltaje que es similar al de
los canales de potasio dependientes de voltaje. Ademds, en la terminal C se encuentra acoplada la
proteina calmodulina {CaM) que es el sitio de activacién del canal, seguido de un co-ensamble con la
proteina fosfatasa A (PP2A) y la proteina quinasa A (CK2) que tienen una influencia opuesta en la
actividad del canal {16,26] . La CK2 fosforila a CaM reduciendo la sensibilidad al calcio intracelular,
mientras que PP2A ejerce un efecto de desfosforilacién en CaM incrementando la sensibilidad al calcio
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Intraceiutar,

Figura 24: Topologia del canal SK incrustado en la membrana celular [15,16].

intracelular [15,25] figura 24.

15.3. Canales de Ca?t,

- Se ha considerado que la via mds importante para la entrada de Ca®t en las células excitables
son los canales de Ca?t dependientes de voltaje. Al abrirse, permiten el flujo selectivo de iones de
Ca?t a través del poro del canal, lo queda lugar a una gran variedad de procesos entre los que se
encuentra la contraccién museular, la liberacidn de neurotransmisores, actia como segundo mensajero
en la expresidn génetica, la modulacién de la excitabilidad de la membrana, etc. Asi, los canales de
Ca?t constituyen el enlace fundamental entre la modulacién de sefiales eléctricas y el metabolismo
intracelular [107,108].

15.3.1. Estructura de los canales de Ca?t

Los canales de Ca?* son proteinas oligoméricas, constituidos por una subunidad principal a1, que
sirve como poro ¥y sensor del cambio de potencial y diversas subunidades reguladoras o auxiliares tales
como B, azo, p95 [109). Con un tamafio de 2000 amindacidos, la subunidad o tiene la misma es-
tructura general que los canales de Na¥ dependientes de voltaje [110]; est4 contituida por 4 dominios,
los que a suvez estan formados por 6 segmentos transmembranales. El cuarto de estos segmentos, se
encuentra altamente cargado por lo que se considera es la zona que actila como sensor de los cambios
de potencial, mientras que el gquinto y sexto segmento forman parte de poro del canal {111}, en la
figura 25 se muestra un bosquejo de la estructura del canal.

15.3.2. Canales de Ca?t tipo L

Los canales de Ca?t se encuentran ampliamente distribuidos en en todas las células excitables.
Constituyen la principal via de entra de iones de Ca?t. Su activacién es voltaje dependiente cercano
a los -30 mV, el curso temporal de su inactivacién puede depender de 1) el jion que pasa a través
del canal (los iones de Ca*t la aceleran y los jones de Ba®t la enlentencen), 2) los quelantes de
Ca?* intracelular enlentencen su inactivacién, 3) la inctivacién depende de la amplitud de la corriente
(cuando m4s grande, mas rapida la inactivacién). Por lo tanto, la inactivaciod de estos canales depende
de la concentracién de Ca?* intracelular y del potencial de membrana [112].
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Figura 25: Se muestra un bosquejo de la estructura tridimensional del canal del Ca’t dependiente de voltaje,
asi como la posible asociacién con las distintas subunidades que lo conforman [17].

15.3.3. Canales de Ca?t tipo N

Los canales de tipo N, se denominan asi porque parecen ser especificos del sistema nerviso y de
tejidos relacionados con éste, puesto que solo se han descrito en células de origen nervioso [113] .
Debido a la variabilidad de la conductancia de de canal tinico (11-20 pS), de su cinética de apertura
y del curso temporal de su inactivacién (50-80 ms en neuronas del ganglio dorsal de pollo) es dificil
diferenciar por métodos electrofisioldgicos los canales de'tipo N de otros canales de Ca2% que se activan
cerca de -30mV [114].

15.4. Canales GIRK

Los canales rectificadores de corriente entrante de potasio acoplados a la proteina G o canales
GIRK se han expresado en corazén, en el sistema nervioso central y en su periferia, as{ como en tejido
endécrino de mamifero. Hasta este momento se han encontrado cuatro tipos de canales los cuales se
han denominado Kir3.1-4 [115]. En células cardiacas los canales GIRK presentan una conductancia
aproximada de 50 pS con alta concentracién de potasio en el medio extracelular 300mM [96]. Los
canales GIRK se mantienen abiertos a un nivel basal. Sin embargo, su maxima activacién esta dada por
la unién de un neurotransmisor con el receptor de la protefna G. Dentro de las sustancias que podrian
bloquear estos canales se encuentra el Cs™, Ba?", poliaminas como la espermina y bloqueadores
especificos como tertiapina-q extraido del veneno de abeja [86,116,117].

15.5. Estructura de los Canales GIRK

La estructura primaria de los canales GIRK estd caracterizada por dos dominios transmembranales
(M1, M2) con la regién del poro (P) entre ambos dominios, ademés cuenta con una terminal N y G
citoplasmatica. La terminal amino y carboxil contienen dominios que interactuan con las subunidades
Ga y GB regulando la apertura del canal [18] figura 26.

15.6. Activacidn de los Canales GIRK

La activacién de los canales GIRK es llevada a cabo bajo la unién de un neurotransmisor con el
receptor (GPCR) de la proteina G la cual estd asociada al sensor G;/o que se acopla a la subunidad
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Figura 27: Mecanismo de activacién del canal GIRK [15].

G Py para mediar la activacion del canal GIRK. Mientras este proceso se lleva a cabo la subunidad Ge
se encuentra acoplada a la eompuerta del canal lo que facilita la unién de la subunidad G3~y para asi
incrementar la conductancia del canal. Por otro lado, la activacién de la protefna quinasa A (PKA) y
un incremento en la concentracion del fosfolipido PtdIns(4,5) o (Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) incre-
menta la conductancia del canal [115,118,119].

La reduccién de la conductaneia del canal puede ser generada por la activacién de la subunidad
(G4/11), la cual activa a la fosfolipasa C (PL.C) que al mismo tiempo activa a la protefna quinasa
C y disminuye la concentracién del PtdIns(4,5). Por otro lado la activacién de la proteina fosfata-
sa 2A (PP2A) genera este mismo efecto. Dentro de los neurotransmisores que activan a los canales
GIRK se encuentran los de tipo muscarinico (M2), dcido gamma-amincbutirico (GABA), serotonina
(5HT1A), adenosina (P1), somatostatina, opioides, adrenergicos y dopamina [15,70,120]. Asi, bajo
este mecanismo el canal GIRK despolariza la membrana modulando la excitabilidad neuronal figura 27.
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Abstract Several studies of the behavior in the voltage
and frequency fluctuations of the neural electrical activity
have been performed. Here, we explored the particular
association between behavior of the voltage fluctuations in
the inter-spike segment (VFIS) and the inter-spike intervals
(IST) of F1 pacemaker neurons from H. aspersa, by dis-
turbing the intracellular calcium handling with cadmium
and caffeine. The scaling exponent a of the VFIS, as
provided by detrended fluctations analysis, in conjunction
with the corresponding duration of ISI to estimate the
determination coefficient R* (48-50 intervals per neuron,
N=235) were all evaluated. The time-varying scaling
exponent o) of VFIS was also studied (20 segments per
neuron, N = 11). The R? obtained in control cenditions
was (.683 ([0.647 0.776] lower and upper quartiles), 0.405
[0.381 0.495] by vsing cadmium, and 0.151 [0.118 0.222]
with caffeine (P < 0.05). A non-uniform scaling exponent
w(t) showing a profile throughout the duration of the VFIS
was further identified. A significant reduction of long-term
correlations by cadmium was confirmed in the first part of
this profile (P = 0.0001), but no significant reductions
were detected by using caffeine. Our findings endorse that
the behavior of the VFIS appears associated to the acti-
vation of different populations of ionic channels, which
establish the neural membrane potential and are mediated
by the intracellular calcium handling. Thus, we provide
evidence to consider that the behavior of the VFIS, as
determined by the scaling exponent a, conveys insights into
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Introduction

Neurons of the central nervous system (CNS) are assumed
to encode information by changing the pattern or the fre-
quency of appearance of action potentials (Marzen et al.
2015). Some of these neurons generate intrinsic electrical
activity mediated by the interplay among ionic channels,
second messenger pathways, and the oscillations in space
and time of the Ca®* intracellular concentration, which is
considered as a “clock-like” mechanism that modulates the
thythms of pacemaker neurons (Ramirez et al. 2011; Sim
and Forger 2007; Yaniv ¢t al. 2014). The voltage fluctua-
tions in the neurcnal membrane were identified and earlier
recorded (Fatt and Katz 1952; Verveen et al, 1967). These
fluctuations were related to the flow of ions through jonic
channels in the membrane. More recently, other authors
found that such voltage fluctuations may enhance the signal
detection and information encoding (Wiesenfeld and Moss
1995; Hopp and Peng 2000; Kretzberg et al. 2001).
Unlike thermal fluctuations that convey information

about the perturbation of a system, other types of biological
fluctuations are also known to originate from the interplay
of regulatory or control actions (West 2010). Aiming to
understand the interactions of the intrinsic neural control
mechanisms, several studies of the behavior in the voltage
and frequency fluctuations of the newronal electrical
activity have been performed. Correspondingly, the time-
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series analysis of neuronal activity is applied to identify, as
in other physiological data, stochastic or statistical prop-
erties that are usually related to the complexity of the
underlying mechanisms. Considered in these properties is
the concept of scaling behavior that results from the pres-
ence of long-term correlations in the time series (i.e., the
current values of series are statistically correlated not only
with immediately preceding but also with earlier time
values, thereby disclosing a non-random behavior or tem-
poral structure) (West 2010). In this way, some authors
reported the existence of long-term correlations in the
duration of the inter-spike interval fluctuations identifying
that this behavior, explored in the extracellular recordings
of spontaneous electrical activity of different types of
neurons, is linked to the frequency of depolarization
(Musha et al. 1983; Blesié et al. 1999, 2005; Lewis et al.
2001), neurcnal facilitation or plasticity, and signal trans-
mission (Jungle and Moore 1966; Mazooni et al. 2007,
Robin et al. 2009).

The presence of long-term correlations in the membrane
voltage fluctuations of nerve fibers has also been detected,
which is suggested to be related to the flow of ions
throughout the plasma membrane resulting from the
structural changes of different populations of ionic chan-
nels (Vandenberg et al. 1977; Neumcke 1978; Chumilla
et al. 1996). Furthermore, some studies have shown theo-
retically and experimentally that ionic channels present
internal movements and continuous dynamical changes
that exhibit long-term correlations (Liebovitch and
Todorov 1996; Campos de Oliveira et al. 2006; Lan et al.
2008).

Recently, we studied the behavior of the voltage fluc-
tuations of the inter-spike segment of pacemaker neurens.
Our results indicated the presence of long-term correla-
tions, which lead us to consider that such voltage fluctua-
tions result from the interactions of the mechanisms
involved in regulating the inter-spike membrane potential.
The correlations could be also linked to the frequency of
neuronal depolarization and thereby neural encoding
(Sesefia-Rubfiaro et al. 2014).

Among results of other studies, this previous finding
may suggest the ubiquity of long-term correlations span-
ning across temporal and spatial scales in the voltage or
frequency fluctuations of the neural electrical activity,
thereby manifesting a critical-like phenomenon that could
facilitate the regulation of the processing, storage, and
information transmission (Chialvo 2010).

Given that the long-term correlations of the voltage
fluctuations of the inter-spike segment may reflect the
interplay of control or regulatory actions, here we
hypothesized that such correlations are associated with the
actual duration of the inter-spike interval (ISI). Accord-
ingly, in this research we analyzed the presence of long-
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term correlations in the intraceliular voltage fluctuations, as
described by the scaling exponent o of the inter-spike
segment from H. aspersa F1 neurons, and their association
with the duration of the inter-spike interval by disturbing
the intracellular calcium handling.

Results presented in this manuscript indicate that the
scaling exponent o of the inter-spike voltage fluctuations is
related to the inter-spike interval duration and it is possibly
mediated by the intracellular calcium handling, which
causes changes of the excitability and rhythms of pace-
maker neurons and of their encoded information as well.

Materials and Methods
Biological Preparation

The Fl1 cell of the subesophageal ganglion identified as a
pacemaker neuron of the H. aspersa specimen was used in
the present study (Kerkut et al. 1975; Kostyuk 1995). The
principal ionic channels that generate its electrical activity
are fully known such as calcium-dependent potassium
channels BK and SK (Meech and Standen 1975; Lang and
Ritchie 1987; Faber and Sah 2003), voltage-gate potassium
channels K,, sodium Na* and chloride Cl~ channels
(Adams et al. 1980), L-type and N-type voltage-gate cal-
cium channels, as well as the G protein-activated inwardly
rectifying potassium channels (Azanza et al. 2008). Several
studies considered the Ca®*-activated potassium channels
(SK) and G protein-activated inward-rectifying potassium
channels (Faber and Sah 2007; Liischer and Slesinger
2010) as the main factors involved in establishing the inter-
spike membrane potential in the pacemaker neurons (Zhou
et al. 2012; Adelman et al, 2012).

Ringer Solution and Electrodes

Once stretched with a DKI 700-C puller device, borosili-
cate-based glass capillaries were prepared (2-mm-diameter
wall with filament), and the capillaries were provided by
the WPI company. The electrodes were filled with 0.5 M
KCl solution giving a resistance of 40-50 M}, which were
mounted in the holder with a chlarinated silver filament to
act as the electrical ground in the bath. The mechanical
dissection and exposition of neurons of the subesophageal
ganglia were followed according to standard conditions
(e.g., Kerkut et al. 1975; Sesefia-Rubfiaro et al. 2014).
The ganglia were perfused with a Ringer contral solu-
tion with the following composition: NaC} 75 mM, KCl
4 mM, CaCl, 10 mM, MgCl, 5 mM, and Hepes 5 mM.
The pH 7.5 was adjusted with NaOH to a concentration of
1 M, The ganglia were also perfused with Ringer cadmium
and Ringer caffeine solutions, which were prepared by
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adding CdCl;100 uM and Caffeine 20 mM to a Ringer
control solution, respectively. All salts were provided by
J.T. Baker and Sigma-Aldrich brands.

The subesophageal ganglia perfusions were attained
with a Ringer control solution under a flow of 2.5 mL/min
in a recording chamber having a capacity of 1.5 mL.
Intracellular recordings of the pacemaker F1 began after
60 s and continued during 10 min; subsequently, the gan-
glia were perfused with the Ringer cadmium solution that
was used to block the calcium current (Bal et al. 2000). A
further intracellular recording then began after 30 s during
7 min. In addition, the ganglia were perfused with the
Ringer caffeine solution that was used to release calcium of
the intracellular stores as reported before (Thomas 2013);
for this preparation, the intracellular recording began after
20 s during 5 min.

Electrophysiological Recordings

The intracellular recordings were achieved in the current-
clamp configuration using a Dagan 8500 amplifier with an
input impedance of 5 x 10" Q and input bias current
adjustable to zero (nominally 3pA). The estimation of the
input resistance of the neuron was 20.69 x 10% 4 3.854 Q.
For the acquisition and visualization of the data, the
PicoScape 4424 A/D interface was employed. We used a
sampling frequency of [0 kHz; root-mean-square values of
typical inter-spike segments and noise generated by the
setup were used to estimate the signal-to-noise ratio at
24,08 £ 0.086 dB (See Appendix A, Fig. 5). To study the
voltage in the membrane potential of the inter-spike seg-
ment, 11 specimens were used, and for each F1 neuron of
these specimens about 48-50 inter-spike segments were
considered.

Inter-Spike Voltage Fluctuations and Inter-Spike
Interval Series

The inter-spike segments were analyzed with detrended
fluctuation analysis as described below to obtain the scal-
ing exponent « of the voltage fluctuations. Per neuron from
48 to 50 scaling exponents & and the corresponding inter-
spike interval duration were obtained to explore their
association using scatter plots, N =35. These data,
according to a linear-best-fit model, were used to estimate
the correlation expressed as the determination coefficient
“R%.” This procedure was performed for all groups Ringer
control solution, the Ringer cadmium solution, and Ringer
caffeine solution; ganglia from 5 different specimens were
studied. A Kruskal-Wallis test was used for the statistical
comparisons of R* between groups (significance level
P < 0.005).

Detrended Fluctuation Analysis (DFA)

Detrended Fluctuation Analysis (DFA) was introduced to
explore long-term correlations in time series by the
estimation of the scaling exponent « that is considered to
reflect the interactions underlying the statistical process
that generates the data. One reason for the use of the this
method is to avoid the identification of spurious long-
term correlations that may result from the non-stationary
content of time series, like the baseline drift or trend
manifested in the voltage iluctvations of the inter-spike
segment. (See Fig. 6 in Appendix A for an illustration on
how DFA becomes practical for removing voltage trends
in the inter-spike segment) (Peng et al. 1995; Hu et al.
2001; Shao et al. 20i2). Following DFA, in this study
the series of the inter-spike voltage fluctuations were
numerically integrated and their average value subtracted
as

The integrated time series Y{k) were divided in non-
overlapping segments of equal length n and for each seg-
ment or scale a least-square regression was used to obtain
Y.(k). Thus, the local linear trends of Y{k) were removed by
subtracting Y,(k) from each segment and calculated the
root-mean-square fluctuation R(n) as

N
R) = [ 2100~ Bo)

The scaling exponent & was then estimated as the slope
of a linear relationship by applying a logarithmic operator
on R(n) as a function of segment size or time scale n, i.e.,
(R(n) =~ n). Approximately, if &« = 0.5, the series show
random fluctuations, and if @ = 1, the series present long-
term caorrelations.

Profile of the Voltage Fluctuations Dynamnics
of the in the Inter-Spike Segment

A study of the scaling exponent « of the voltage fluctu-
ations in the inter-spike segment as a function of time was
also considered, and this time was expressed as percent-
age of the duration of the inter-spike segment. The data
were computed progressively by applying DFA with a
moving window size of 1500 samples over the length of
the inter-spike segment. This procedure has been used
previously to detect time-varying scaling exponents « in
time series (Berthouze and Farmer 2012); such number of
samples is in accordance with the results of previous
studies that estimated the scaling exponent « from short
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segments of synthetic fractal-like data (Peiia et al. 2009).
Then 20 inter-spike segments were considered per neuron,
N =11, A two-way ANOVA test was selected to com-
pare the profiles between groups at different percentages
of the duration of the inter-spike segment (significance
level P < 0.05).

Results

Inter-Spike Interval Versus Scaling Exponent o

We explored the association of the duration of the inter-
spike interval (ISI) and its corresponding scaling exponent

o in a continuous perfusion of a Ringer control solution of
the pacemaker F1 neuron, Fig. 1. We estimated the deter-

mination coefficient, R?, between ISI and o obtaining 0.683.

([0.647 0.776] lower and upper quartiles), N = 5. Changes
in this, association were then explored by the continuous
perfusion of Ringer cadmium solution, also estimating R*
and thereby obtaining 0.405 [0.381 0.495], N = 5. In the
same way, we also perfused Ringer caffeine solution
obtaining an R? of 0.151 [0.118 0.222), N = 5. Significant
differences among preparations of R were confirmed by a
Kruskal-Wallis test (P = 0.001), Fig. 2.
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Fig. 1 Intracellular recordings of the F1 pacemaker neuron, The Jeft
panel illustrates the well-known changes of the inter-spike interval
under three different experimental conditions. Each inter-spike
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Fig. 2 Significant differences between the B of the experimental
groups (P = 0.0001). These differences among groups were not possible
to be identified by just comparing the average of the scaling exponents &

. estimated from the duration of inter-spike interval (ISI(8)ypem =

0.940 £ 0.686, ISI(5) o= 0-324 = 0.168, ISI(s) .ppr.pe= 0.238 £
0.045) or rather the scaling exponent of the inter-spike voltage
fluctuations eontot = 0.955 3 0.136, eeadmjurn = 0.937 = 0.289,
Heatieine = 0.946 £0.111, P > 0.05

Profile of the Scaling Exponent « of the Voltage
Fluctuations in the Inter-Spike Segment

A study of the scaling exponent « of the voltage fluctua-
tions throughout the inter-spike segment was aobtained
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interval was plotted in relation to the corresponding scaling exponent
o of its voltage flucmations (right panel) using a linear-best-fit model
1o estimate the determination coefficient
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Fig. 3 Normalized profiles of the scaling exponent « of the voltage
fluctuations in the inter-spike segment under three different experi-
mental conditions by using a moving window with 1500 samples. As
reference, the dotted lines represent the mean and standard deviation

under a perfusion process by using cadmium or caffeine;
typical profiles are presented in Fig. 3.

Effects of the Ringer Cadmium and Caffeine
Solutions in the Profile of the Scaling Exponent =z
of the Yoltage Fluctuations in the Inter-Spike
Segment

An average profile of the scaling exponent « of the voltage
fluctuations in the inter-spike segment was estimated by
considering the data of neurons at different percentages of
the total duration of the inter-spike segment, N = 5 (see
Fig. 3). The effects of Ringer cadmium and caffeine
solutions in the profile of the scaling exponent o of the
voltage fluctuations in the inter-spike segment, N = 5, are
presented in Fig. 4. Two-way ANOVA was used to eval-
uate the interaction between the scaling exponent & and the
percentage of duration of the inter-spike segment
(P = 0.0005).

Discussion

Our main finding was the identification of a significant
association between the scaling exponent o of the voltage
fluctuations of the inter-spike segment and the duration of
the inter-spike interval (ISI) for the three groups studied
(Fig. 2), which is probably mediated by the intracellular
calcium handling involved in the changes of excitability
and rhythms of pacemaker neurons as further discussed
below.

Percentage of duration of the
inter-spile segment (55)

60 1o 100 L] 20 a0 60 80 100
Percentage of duration of the
inter-spike segment (%5)

in the estimation of o from consecutive windows with 1500 samples
of numerical control series having long-term correlations (o = ) and

' random-like {& /= 0 - 5) correlations

The assessment of the voltage fluctuations in the inter-
spike segment by the estimation of a single scaling expo-
nent z exhibited long-term correlations in the three groups
studied (i.e., @ = 1) and non-significant differences were
found when this exponent was compared among groups
Seonral = 0.955 £ 0.136, tteadminm = 0.937 & 0.289, tteafreine
=0.946 & 0.111.

It was thus necessary to evaluate the scaling exponent «
of the voltage fluctuations as a function of time, which was
expressed as a percentage of the duration of the inter-spike
interval. The corresponding finding was the identification
of a non-uniform behavior or profile of the scaling expo-
nent « throughout the duration of the inter-spike segment.
This profile can be associated with the activation of dif-
ferent populations of ionic channels that establish the inter-
spike membrane potential, specifically with the Ca**-ac-
tivated potassium channels SK, whose activation is
accomplished by the calcium entry during the action
potential. These channels are also known to mediate the
behavior occurring at the after-hyperpolarization as
described before (Xia et al. 1995; Stocker 2004; Adelman
et al. 2012).

The possible mechanisms that introduce the existence of
long-term correlations during the first part of the inter-
spike segment of the control profile (Fig. 3) are the
dynamics of SK channels that are mediated by the incre-
ment of intracellular calcium. On other hand, the middle
part of the profile is likely mediated by the dynamics of
voltage-gate potassium channels K, and G protein-acti-
vated inward-rectifying potassium channels {Azanza et al.
2008; Granados-Fuentes et al. 2012; Zhou et al. 2012) up to
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Fig. 4 The effect of Ringer cadmium solution in the profile of the
scaling exponent o of the voltage fluctuations in the inter-spike
segment, N-= 5, Two-way ANOVA was used to evaluate the scaling
exponent a and the percentage of duration of the inter-spike segment
(P = 0.0005). A significant profile reduction of the long-term
correlations by cadmium was confirmed by a Bonferroni post hoc
test in the first part of the inter-spike segment P = 0.0001 (izft panel).

the point where the voltage-gate sodium and calcium
channels (Na,, L-type Ca®*, N-type Ca’*) become acti-
vated to trigger a further action potential (Brown et al.
1981; Bean 2007; Azanza et al. 2008), resulting in an
increment of the scaling exponent o« towards long-term
correlations in the final part of the control profile.

In this sense, we perturbed the intracellular calcium
handling by blocking about 60% of the calcium current
with the use of a Ringer cadmium solution (Bal et al.
2000). The effect of the Ringer cadmium solution was to
reduce the association of the inter-spike interval and the
scaling exponent « of the voltage fluctuations. Further-
more, the exploration of the profile of the scaling exponent
o of the voltage fluctuations in the inter-spike segment
shows a significant decrement in the first part of the profile
and by a lesser degree also at the end. These effects are
probably introduced by disrupting the dynamics of SK and
-Cav channels, respectively. Thus, the scaling exponent o
seems to become a parameter that reflects the interplay of
jonic channels urderlying the voltage fluctuations,

Additionally, we used Ringer caffeine solution to
release calcium from the intracellular compartments (Col-
lins 1997; Thomas 2013), disrupting in this way its regu-
lation, which induced an increment in the frequency of
appearance of action potentials and also a decrement of the
association among the inter-spike interval and the scaling
exponent « of the valtage fluctuations. The inspection of
the profile of the scaling exponent & of the voltage fluc-
tuations in the inter-spike segment shows an increment in
the scaling exponent & or continuation of the presence of
long-term correlations throughout its duration. This incre-
ment is probably caused by the lack of inactivation of the
SK channels, whose dynamics seemed here to be mani-
fested over the whole length of the inter-spike segment.
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In the same way, we evaluated the effect of Ringer caffeine solution
estimating a significant interaction between the scaling exponent a
and the percentage of duration of the inter-sptke segment
(P = 0.0001). No significant reductions of the long-term correlations
by caffeine were found by a Bonfemroni post hoc test in the scaling
exponent & of the voltage fluctuations P > 0.05 (right panel}, N =35

Our study may be limited by the non-specific blocking
of SK channels, which are known to mediate. the neuronal
excitability, yet, we considered that this mechanism was
indeed disrupted indirectly and thus it provoked a weak
relationship between the scaling exponent o of the inter-
spi'ke voltage fluctvations and the duration of the inter-
spike interval, regarded as a transmission medium of
information across the CNS (Robin et al. 2009).

In conclusion, the present approach provided evidence
to consider that the behavior of the inter-spike voltage
fluctuations in pacemaker neurons offer functional infor-
mation about interactions underlying the neuronal electri-
cal activity, which may even correspond to the
manifestation of a self-organized critical-like behavior
(Bak et al. 1987; Hopp and Peng 2000; Gollo et al. 2013).
Thus, our results complement previons dynamical studies
of the frequency of occurrence of acticn potentials, which
have also revealed the presence of long-term correlations,
thus considered as adapting and encoding neural informa-
tion mechanisms (Benda et al. 2010; Schwalger and
Lindner 2013).
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Appendix: Inter-Spike Voltage Fluctuations
and Noise

We estimated the signal-to-noise ratio (SNR) to charac-
terize and compare the noise generated by our recording
sctup with the inter-spike voltage fluctuations before and
after introducing the electrode in the F1 neuron. 20 time
series containing an average of 22000 -+ 3000 samples of
one specimen were considered (Fig. 5). See Appendix
Figs. 5 and 6. '

The mean of the SNR before the electrode was intro-
duced in the F1 neuron was 0.732 <+ 0.182 dB ([0.647
0.817] lower and upper confidence interval to 95%), 24.08
£+ 0.086 dB ([24.04 24.12]) once introduced in the F1
neuron, and 0.312 £ 0.245 dB ([0.197 0.426]) after the
electrode was extracted. Significant SNR differences were
confirmed by one-way ANOVA test (P = 0.0001).

Additionally, we analyzed the behavior of the same data
series with DFA, obtaining a median for the scaling
exponent o before the electrode was introduced in the F1

neuron of 0.500 ([0.494 0.516] lower and upper gquartiles),
1.034 ([1.014 1.053]) indicating long-term correlations
once recording inter-spike voltage fluctuations, and
0.570([0.567 0.582]) after the electrode was extracted.
Significant differences were similarly confirmed by the
Kruskal-Wallis test (P = 0.0001), see (Fig. 5, panel a, b).

Detrending of the Inter-Spike Voltage Fluctuations

The detrended fluctuations analysis (DFA) is a useful
method that identifies the presence of long-term correla-
tions in time series (Peng et al. 1995); this analysis has the
advantage of avoiding the detection of spurious long-term
correlations that are a non-stationary artifacts (Hu et al.
2001). We present an example of the detrended inter-spike
voltage flucations of the segment presented at the panel A
of Fig. 5. This trend elimination is necessary for a reliable
estimation of the root-mean-squared fluctuation R(n) at the
scale illustrated in Fig. 6.
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Fig. 5 The panel a shows a typical example of the inter-spike voltage
fluetuations and the neise generated by our recording setup before and
after introducing the electrode in the F1 neuron. Also depicted are the
results obtained by the DFA analysis that provides the scaling
exponent o. 20 time series containing an average of 22,000 X 3000
samples of one specimen were considered. In addition, the panel

b shows the result obtained by estimating the SNR., (The assessment
of the SNR for the inter-spike vcltage fluctuations was performed
once removing the ISI baseline drift or increasing trend to avoid an
overestimation by using a detrending procedure similar to that
illustrated in Fig. 6)
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Fig. 6 The panel a shows a typical example of the inter-spike voltage
fluctuations. The panel b depicts the integration (see “Detrended
Fluctuation Analysis (DFA)” section) of the raw inter-spike voltage
fluctuations (Black line, ¥(k)). The time series Y(k) were divided in
non-overlapping segments or boxes of equal length n = 10 and for
each box a least-square regression was used to obtain Y,(k) (Whire
line). The local linear trends of ¥(k)} can be removed by subtracting
from each segment Y,(k) as appreciated in the panel ¢
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We analyzed the voltage fluctuations of the membrane potential manifested along the inter-spike
segment of a pacemaker neuron. Time series of intracellular inter-spike voltage fluctuations were
obtained in the current-clamp configuration from the F1 neuron of 12 Helix aspersa specimens. To assess
the dynamic or stochastic nature ‘of the voltage fluctuations these series were analyzed by Detrended
Fluctuation Analysis (DFA), providing the scaling exponent a. The median « resuit obtained for the inter-
spike segments was 0.971 ([0.963, 0.995] lower and upper quartiles). Our results indicate a critical-like
dynamic behavior in the inter-spike membrane potential that, far from being random, shows long-term
correlations probably linked to the dynamics of the mechanisms involved in the regulation of the
membrane potential, thereby endorsing the occurrence of critical-like phensmena at a single-

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In recent decades, several efforts in the study of the dynamics
of neural activity seeking to understand the interaction between
the environment and the internal control mechanisms of neurons
have been performed. A fractal-like behavior (1/f) in the temporal
fluctuations for the occurrence of action potentials, or inter-spike
time intervals, collected from extracellular recordings of sponta-
neous electrical activity of different types of neurons has been
found; identifying, as well, that this behavior is linked to the
dynamic frequency of depolarization {1-4], neural facilitation or
plasticity, and signal transmission |5.6], Also, a complex behaviar
of the membrane voltage fluctuations in nerve fibers has been
detected and these fluctuations have been studied to assess
encoded information by long-term memory processes [7.8].

Early studies suggested that intracellular recordings of the
membrane voltage fluctuations in nerve fibers can be related to
thermal movements generated by the flow of potassium and
‘sodium ions through the plasma membrane [9,10]. Contrastingly,
other experiments indicated that these fluctuations are rather due

* Corresponding author. Tel.: +52 55 58046437; fax: 452 55 58044628,
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hrep:/jdx.doi.org/10.1016f.compbiomed.2014,08.012
0010-4825/% 2014 Elsevier Ltd. All rights resecved.

to structural changes in the voltage-dependent potassium chan-
niels [11~13]. Furthermore, other authors have shown theoretically
and experimentally that ionic channels show dypamic internal
movements and continuous changes of conformational states with
long-term memory [14-18)]. Besides, the inter-spike membrane
potential of neurons is modified by the activation of different
mechanisms such as the synaptic transmission, the activation of
ionic channels, and the modulation of cytoplastic free calcium
concentration [Ca®*];, which all modulate the frequency of occur-
rence of action potentials [19,20]. Thus, we hypothesized that the
intracellular voltage fluctuations of the inter-spike segment pre-
sent non-random dynamics. Accordingly, in this research we
analyzed the intracellular voltage. fluctuations of the membrane
potential manifested along the inter-spike segment of the Helix
aspersa F1 pacemaker neuron, which is involved in the innervation
of sensory organs like the osfradio [21]. Our results here indicate a
critical-like dynamic behavior that, far from being random, shows
fractal-like correlations probably as an expression of the dynamics
of the mechanisms involved in regulating the membrane potential.

2. Materials and methods
2.1. Biological preparation

The subesophageal ganglion cell identified as 1 of the H, aspersa
specimen was used in this study owing to its depolarization pattern,
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topographical location and straightforward manipulation [22,23).
Seme of the main mechanisms that generate its electrical activity
are well known as it becomes the case for the calcium-dependent
potassium channels (BK, SK), voltage-dependent potassium chan-
nels (Kv), sodium and chlorine channels (Na‘*, Cl7) [24-30],
voltage-gated calcium of L-type channels, HCN4 channels, and
G protein-activated inwardly-rectifying potassium channels [31].
Furthermore, within the main mechanisms considered to invoive in
establishing the inter-spike membrane potential are SK channels,
HCN4 channels, and G protein-activated inwardly-rectifying potas-
sium channels {32-34). In addition, the largest neurons of H. aspersa
such as the F1 cell are known to present 8 synaptic inputs [59].

The ganglia used were exposed (o type XIV protease {Sigma-
Aldrich) in a concentration of 5 mgf10 ml for 8 min. Afterwards the
action of the enzyrme was stoppéd by washing the preparation with
standard ringer solution and the connective tissue sheath that covers
the neurons was removed by mechanical microdissection.

2.2. Ringer solution and electrodes

Borosilicate based glass capillaries were used once stretched
with a DKI 700-C puller device {2 mm diameter wall with
filament). The electrodes were filled with 3 M KCl solution giving
a resistance of 5-10 M. The ganglia were perfused with the
Ringer solution with the following composition: NaCl 75 mM, KC|
4 mM, CaCl; 10 mM, MgCl; 5 mM, Hepes 5 mM, and pH 7.5 was
adjusted with NaOH to a concentration 1M. All salts were
provided by J.T. Baker brand.

. 2.3. Electrophysiological recordings

Intracellular recordings were performed in the current-clamp
configuration using a Dagan 8500 amplifier, and the voltage
tracings were monitored on a Tektronik oscilloscope, For the
acquisition and visualization of the data a Digidata 1200 A/D
interface (Axon Instruments) was employed. A sampling frequency
of 1kHz was used, and the signal to noise ratio (SNR) was
estimated at 27.7 dB. This measure was obtained by dividing the
root-mean-square (RMS) values of a typical inter-spike segment
and the noise generated from the setup (Fig. 1).

Spontansous Activity of the F1 Neuron
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Fig. 1. Typical voltage fluctuations of the membrane potential manifested along the
inter-spike segment of the F1 neurcn which presents pacemaker type activity
(27.7 dB SNR was estmated).

To characterize and compare the noise generated by our setup
with the dynamics of the inter-spike segment, 10 data series
containing an average of 340+ 10 samples before {control) and
after introducing the electrode into the F1 neuren of one specimen
were obtained (Fig. 2, left).

To further study the voltage fluctuations in the membrane
potential of the inter-spike segment, 12 additional specimens were
used, and for each F1 neuron of these specimens all segments (from
16 to 20) containing an average of 3404 10 samples were con-
sidered (Fig. 3, left). The suitability of these numbers of samples is
in accordance with previous studies estimating the scaling expo-

nent from short segments of synthetic fractal-like data [35].

24. Inter-spike voltage fluctuations series and Detrended
Fluctuation Analysis (DFA)

The inter-spike segments were then analyzed with DFA as
described below to obtain the scaling exponent «. About 18 scaling
exponents per neuron were obtained, which were averaged to
obtain a representative scaling exponent of the dynamics present
in the voltage fluctuations of the inter-spike segment. This
procedure was performed for each of the 12 specimens studied.

Numerical control groups invelving segments with approximately
340 samples were also constructed to compare the dynamnics
presented in the inter-spike segments; these groups were obtained
using either random permutations of the same inter-spike segments
or synthetic fractal-like data (1/f) generated by the spectral synthesis
approximation [36]. The Kruskal-Wallis test was used for the
statistical comparisons because the ‘scaling exponents « obtained
from the analysis of voltage fluctuations of the inter-spike segments,
did not present a normal distribution (significance level P« 0.05),

The Detrended Fluctuation Analysis {DFA) has proven useful to
explore fong-range correlations in time series [37]. This method
provides a quantitative parameter called the scaling exponent «
that is estimated as follows.

The original voltage fluctuations time series is numerically
integrated and its mean subtracted.

k
Y= 331 x(D—-%

The resulting time series y(k) is divided in nonoverlapping boxes of
equal length n and for each box ar scale a least-square fit is used to
obtain y,(k). The local linear trend of y(k) is removed by substract-
ing y,(k) from each box and-to compute the root mean square
fluctuation F(n) as

1 1 N >
Fa) = [, Z, D=1

This computation is repeated over different n values to provide a
relationship between F(n) as a function of box size or time scale n.

F(n)=n"

A linear relationship is considered by applying a logarithmic
operator onl both sides of the previous equation; thereby, the
fluctuations can be characterized by estimating the slope or
scaling exponent a (within the scales n=4 to n=N/4) [37].
Roughly, if @=0.5, the series has random fluctuations; If a=1,
the series presents long-term or fractal-like correlations.

3. Results
3.1. Inter-spike data and experimental control groups

The median & results obtained with DFA for the voltage fluctua-
tions of the noise before the electrode which were introduced
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Fig. 2. (Left) Comparison of the veltage fluctuations and DFA results of the noise collected before (control) and after introducing the electrode into the cell, with the voltage
fluctuations of the inter-spike segment. (Right) Distributions of the scaling exponent « for the voltage fluctuations of neise and the inter-spike segments (N=10) of one F1
neuron. The scaling exponent was estimated using 340 + 10 samples of these segments.
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Fig. 3. (Left) Typical example of the voltage fluctuations and DFA results for an inter-spike segment and its corresponding random permutations {a.u. stands for arbitrary
units). (Right) Distributions of the scaling exponent « for the voltage fluctuations of the F1 neuron inter-spike segments of 12 Helix aspersa specimens studied, their random
permutations data, and segments with 340 £ 10 samples of synthetic fractal-like (1/f) data,

(control) into the cell were 0.506 {[0.459, 0.529] lower and upper (P=0.0001). Pairwise comparisons within groups by Dunn's test
quartiles), 1.015 ([0.871, 1.151]) for the inter-spike segment, and indicated that the dynamics of the inter-spike segment was
0.571 ([0.516, 0.598]) for the noise after the electrode was extracted. different from the dynamics of both the noise collected before
Significant differences were confirmed by the Kruskal-Wallis test introducing the electrode into the cell {control) and the noise
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collected after extracting the electrode, but no differences were
indicated between these last settings (Fig. 2, right).

3.2, Inter-spike data and numeric conirol groups

The median a results obtained with DFA for the voltage fluctua-
tions of the inter-spike segments were 0971 ([0.963, 0.995] lower
and upper quartiles), 0.526 ([0.521, 0.529]) for the random permuta-
tions of the inter-spike segment and 0.978 ([0.969, 0.990]) for the
synthetic fractal-like data. Significant differences were confirmed by
the Kruskal-Wallis test (P=0.0001). Pairwise comparisons within
groups by Dunn’s test indicated that the dynamics of the random
permutations were different from both the inter-spike segment data
and the synthetic data. Accordingly, the voltage fluctuations of the
inter-spike segment present long-term correlations. Notwithstanding
that the analyzed inter-spike segments included 340 + 10 samples;
such correlations were possible to be identified as it becomes
endorsed by the distributions and statistical results for permutated
and synthetic data (Fig. 3).

3.3. The use of the Langevin equation and the generation of
complexity cascades as explanatory models of the long-term
correlations in the voltage fluctuations of the inter-spike segment

The use of the Langevin equation, adapted for ionic channels
rather than synaptic inputs [54-56], and the generation of com-
plexity cascades [57], by means of an ever increasing probability of
cascade process, were selected for modeling and generating
synthetic inter-spike voltage fluctuations data.

Two synthetic series with long-term correlations, as confirmed
by their DFA scaling exponents (1.067+0.03 and 0.982  0.04,
respectively) are shown in Fig. 4. These series were obtained by
either tuning the standard deviation of the Langevin equation
stochastic term or by considering grow rates that exponentially
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increase the connection among members that can propagate a
cascade. Whereas for the use of the Langevin equation we found
that it was possible to involve up to 10° coupled inputs (con-
nectivity as 1), and for the complexity cascade the same number of
system members was also feasible; see Appendix A for more
details,

3.4. Sequence aof inter-spike time intervals

The scaling exponent « of a typical sequence of inter-spike time
intervals (ISI) that occurred during 26 min recording of a Fl
neuron was 109+ 0.03, also indicating long-term correlations
(Fig. 5).

4. Discussion

Our main finding is the existence of fractal-like or long-term
correlations (1ff) as indicated by the scaling analysis of veltage
fluctuations of the inter-spike membrane potential, suggesting the
interaction of multiple levels of organization acting on different
time scales [42,43]. Back et al. showed numerically that the
ubiquitous 1/f noise emerges in interactive dissipative dynamical
systemns with many spatial degrees of freedom, evolving into self-
organized critical structures of states that show a power-law
scaling distribution (49]. Interestingly, this lack of characteristic
scales is known to generate fluctuations spanning across time
scales. Our results may then appear in accordance with other
studies that provide evidence of critical-like phenomena occurring
at the single-neuron level [50]. In fact, Gollo et al. have recently
shown that criticality at the dendritic arbor optimizes the process
for the incoming stimuli [51].

Furthermore, among different approaches for modeling a fractal
long-term process (1/f) can also be modeled by the superposition of

1.5
Log (n)

f o= 0.8 |

-------- YT T

Log (n)

Fig. 4. Synthetic series with long-term correlations cbtzined by either tuning the standard deviation of the Langevin equation stochastic term, or by considering growth
rates that expenentially increase the connection among members that can propagate a cascade. For the use of the Langevin equation, adapted for ionic channels, it was
considered 1 as the connectivity and included 10® coupled inputs. The complexity cascade process was also generated using the same number of system members,
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of a F1 neuren
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Fig. 5. (Left) Inter-spike time intervals (I5l} sequence for the F1 neuron representing 26 min of an intracellular recording, The figure also depicts the corresponding

distribution of IS1 and the DFA result for such sequence.

random first-order autoregressive series with different time
constants [38,39]. Thus, the main mechanisms that may be involved
in the modulation of membrane potential of voltage fluctuations
through different time constants are the complex behavior in the
spontaneous synaptic release of neurotransmitter molecules [20],
the presence of long-term memory in conformational changes of
different populations of ionic channels [15-18), and the modulation
of cytoplasmic free calcium concentration [Ca®* ;. In particular, this
last mechanism is reported as a signaling system involved in the
regulation of numerous processes that affects membrane potential
including synaptic transmission, membrane trafficking, modula-
tion of ionic channels such as calcium-dependent potassium
channeis (BK, SK), and voltage-gated calcium of L-type channels
[19,29,31,40,41,58].

The scaling analysis applied here may thus offer information
about the dynamics of the mechanisms generating voltage fluc-
tuations of the inter-spike membrane potential during sponta-
neous electrical activity, showing long-term correlations along
different time scales. In conjunction with other dynamics, these
voltage fluctuations could then be modulated by different popula-
tions of ionic channels embedded in the cell membrane; for
instance, by the 3K channels as well as HCN4 channels, well-
known mediators of the frequency of depolarization [30,44]. In
fact, the use of the Langevin equation [54-56] and the generation
of complexity cascades [57] were suitable for modeling and
generating synthetic inter-spike voltage fluctuations data with
long-term correlations as a result of either involving up to 10°
coupled inputs or the same number of system members, respec-
tively (Fig. 4). This number seems consistent with previous
findings for the largest neurons of H. aspersa such as the F1,
having a typical 200 pm in diameter [59,22). This would imply a
density of 1 channel/pm? The Ca®* channels density of chromaffin
or H aspersa neurons, for instance, have been reported in
5-15 channels/pm? [60].

The results of this research should complement the studies of
the neural inter-spike time intervals (ISI) fluctuations, which are
also know to show long-term correlations that could be linked to
the dynamic frequency of neural depolarization and information
encoding [1-4,7,50,52,53]. As Fig. 5 illustrates, the H. aspersa F1
neuron, in addition to showing long-term correlations for the
voltage fluctuations of the inter-spike segment, also seems to
manifest 15I long-term correlations. It would then appear that the
temporal correlations of the inter-spike time intervals are related
to the long-term dynamics of the inter-spike voltage fluctuations.

Our study may be limited by the selected sampling frequency,
yet similar results were obtained from one F1 neurcen using a
frequency of 4 kHz, though a lower dispersion of the scaling
exponent {e) was obtained. Despite this limitation, we consider
that it was possible, nonetheless, to incorporate the dynamic
effects of different time constants of the mechanisms involved in
the modulation of inter-spike segment, such as the time latency
for the HCN4 channels’ opening showing either duration or
amplitude that increase in relation to the hyperpolarization [45],
and the latency of the SK channeis that presents a range of
activation from 0.5 to 20ms depending on the intracellular
calcium concentration [46-48].

Finally, one would consider the voltage fluctuations of neural
electrophysiological recordings as error measurements or as a
trace of residual background noise. Thus, often these voltage
fluctuations have been excluded before performing analysis, by
deleting or filtering them, to focus on the mean values that are
considered as the best descriptors of the system. Given the
identification of fractal-like correlations, the present approach
provides evidence to regard such voltage fluctuations as a useful
expression of the intrinsic dynamics of the system providing
information about its organization and its state [42,43], thereby
endorsing the occurrence of critical-like phenomena at single-
neuron level] [51].

Summary

The inter-spike membrane potential of neurons is modified by

the activation of different mechanisms such as the synaptic

transmission, the activation of ionic channels, and the modulation
of cytoplasmic free calclum concentration [Ca®*], which all
modulate the frequency of occurrence of action potentials. Thus,
we hypothesized that the intracellular voltage fluctuations of the
inter-spike segment present non-random dynamics. Accordingly,
in this research we analyzed the intracellular voltage fluctuations
of the membrane potential manifested along the inter-spike
segment of the H, aspersa F1 pacemaker neuron, which is involved
in the innervation of sensory organs like the osiradio, To assess
their dynamic or stochastic nature, such voltage fluctuations were
analyzed by Detrended Fluctuation Analysis {DFA), providing the
scaling exponent @ Our results indicate a critical-like dynamic
behavior at a single-neuron level that, far from being random,
shows long-term correlations leading to regard such voltage
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fluctuations as a useful expression of the intrinsic. dynamics of the
mechanisms involved in regulating the membrane potential. In
consequence, the results of this research should complement the
studies of the temporal fluctuations for the occurrence of action
potentials, which are also know to show a long-term correlated
behavior that could be linked to the dynamic frequency of neural
depolarization and encoding.
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Appendix A
Al Self~organized critically (complex cascades)

According to the maodel by Brunt the probability P, of con-
tinuation of a complex cascade was modified to ionic channels as
follows [57]:

(n-rf

N-r

N is the total number of members of a system, n is the number of
members capable of transmitting a cascade, and r is the number of
members already taking part of a current cascade; g increments
the connectivity among members [57].

Pee=

N=10° number of participating ionic
channels

r=n<N where n and r are the random
nurnbers of channels

g=175 connectivity of ionic channels

Vimx=4mV maximum voltage change in the

inter-spike segment from
hyperpolarization to the firing
threshold
voltage per channel contributing to
the inter-spike segment
voltage change of the membrane
potential
Ve=Ale~tt/n) -!-AZe-(flfz) function fitting used for simulating
+A3e~®" L Mt+C  the slow trend term of a typical
inter-spike segment; where
Al = -9.20529, A2=0.531773,
A3 = 145376, r; = —670.149,
1= —170.821, 13 = 12.4987,
M =0.0243637, and C = —46.5285

V chanet = 0.00004 mV

AV = NPccV:hmzl

AVm(t)

Vp= V., +AV+ ¢ inter-spike voltage fluctuations with
non-random dynamics where € is
the random noise with a Gaussian

distribution (0, 1).

A2, The Langevin equation

The Langevin equation was also considered as the differential
equation that governs the dynamics of inter-spike membrane
potential Vi, [54-56]

=W 047V, )

where L(Vm, =({(Vo—Vm)/tm) OF LVn, H=A with A being a
constant; in both cases the model responds in the same way with
respect to random data. Ij(V, £) is the Langevin stochastic para-
meter with a Gauss-distributed, delta-correlated stochastic pro-
cess characterized by a mean p and o? [55,56].

The Fokker-Plank equation was used for the solution of the
stochastic parameter of the Langevin equation [55]

PV, 1) 2 PPV, 1) Vo~V \ PV, 1) 1
a2 vt (_u tm ) OV ap(v,,,, 2

where Vo=V, for t=0, ry=membrane time constant, and
P(V.t)="function probability distributton.

The normalized solution of the function probability distribution
for the stochastic parameter is [55,56]

_ P g-ih . _ 1 Pro 2
0 T2 /FEm /T *P l—r‘(t)(Z boJéTu_r(r) Pz) ]

where -57 mV < V, < -53 mV are typical values of the voltage
fluctuations in the inter-spike segment.

PN'(Vm-

m, Membrane time constant.

.C, connectivity of ionic channels.

s number of participating ionic channels,

J, contribution to membrane potential by the population of
jionic channels

v, opening frequency of ionic channels.

e, duration of a delta function.

r(H)= e~ /b /Fa0)

= CMuf
& = CMy?
by=1/tm

ap = (pTm — Vi) /T

ag=P*+ 1/ bls)

P=1/sx /by
Z= 0g+boVnm

AV =PyV, e
where Py is a random value from Py(Vi, ).
V= Ve aV+E

Inter-spike voltage fluctuations with non-random dynamics where
£ is the random noise with a Gaussian distribution (0, 1).

For simulation, the following values were used: e=10"%ms,
C=1, M=10% J=0.1mV, prm=45mV, o?rm=4.5mV? and
Tm =15 ms [G1]. -
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