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Resumen

En este proyecto de investigacion se desarrollé6 una metodologia analitica basada
en los ensambles neuronales para evaluar la accion de amantadina y clozapina en
registro multiple y simultdneo de neuronas in vitro con imagenologia de calcio en un
modelo animal de raton hemiparkinsoniano con discinesias inducidas por L-DOPA
(LID). EI protocolo experimental reproduce los efectos antidiscinéticos de ambos
farmacos conductualmente midiendo la escala de movimiento involuntarios
anormales (MIA). Tanto amantadina como clozapina obtuvieron resultados similares
conductualmente en reducir el pico de discinesias durante el on-state, o cuando es
maxima la dosis de L-DOPA en plasma. Sin embargo, como tienen perfiles de
afinidad e interacciones con multiples sistemas de neurotransmisores muy distintos,
nos preguntamos si su accion en la modulacion de la actividad del nucleo estriado

durante el on-state se puede distinguir.

Los resultados muestran efectos especificos de ambos farmacos en la actividad de
docenas de neuronas estriatales durante el estado dosis maxima de L-DOPA.
Primero, medimos los efectos directos sobre las rebanadas cerebrales respecto a
la actividad espontanea discinética de forma cualitativa y con estadistica descriptiva
en diferentes conjuntos de caracteristicas extraidas. Luego, para comparar y
clasificar las acciones entre farmacos en el tejido cerebral se redujeron dimensiones
y se entrend un algoritmo de aprendizaje supervisado utilizando diferentes
conjuntos de caracteristicas. El conjunto de caracteristicas relacionado con los
ensambles neuronales y de red funcional obtuvieron la clasificacion mas precisa
para reconocer entre tratamientos en los datos de imagenologia de calcio. En
contraste, utilizando los datos conductuales no es posible distinguir entre
tratamientos. Estos resultados sugieren una posible sinergia entre amantadina y
clozapina para aliviar discinesias y ademas sirven como prueba de concepto para

farmacos novedosos o tratamientos con farmacos de multiples blancos.



Abstract

In this research project we developed an analysis pipeline based on neuronal
ensembles to assess amantadine and clozapine using simultaneous and multiple
recording of neurons in vitro using calcium imaging in a hemiparkinsonian mouse
with L-DOPA-induced dyskinesias (LID). The experimental protocol reproduced the
antidyskinetic effects of both drugs behaviorally using the scale of abnormal
involuntary movements (AIMs) score. Amantadine and clozapine reduced the peak
of dyskinesias during the on-state, i.e., when L-DOPA concentration is maximum in
plasma. However, both drugs have different binding profiles and interact with
multiple and distinct neurotransmitters systems, thus we asked if their action in

modulating the activity of nucleus striatum could be distinguished.

Our results show specific effects of both drugs in the activity of dozens of striatal
neurons during the state in which L-DOPA is maximum. First, we measured direct
effects on the brain slices respect to the spontaneous dyskinetic activity qualitatively
and with descriptive statistics different sets of extracted features. Then, to compare
and classify drug actions in brain tissue, we applied dimensional reduction and
trained a supervised learning algorithm on several sets of features. The set of
features related to neuronal ensembles and functional network obtained the highest
accurate classification of the calcium imaging data between drugs. In contrast, using
behavioral data, it was not possible to distinguish between treatments. These results
suggest a possible synergy between amantadine and clozapine to alleviate
dyskinesias as well as they will serve as proof of concept to test new drug or

multitargets pharmacological strategies.



Introduccion

Los movimientos involuntarios anormales (MIAs) presentes en el cuello, rostro,
tronco y extremidades o discinesias inducidas por L-DOPA (DIL) afectan a la
mayoria de los pacientes que han llevado un tratamiento tonico y pulsatil del
precursor de dopamina (DA) levodopa (L-DOPA, L-3,4 dihidroxifenilalanina) para
aliviar los sintomas motores de la Enfermedad de Parkinson [1]-[3]. Las opciones
farmacolégicas para tratar este desorden motor clinicamente son el antigripal
amantadina [4], [5], aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA por sus siglas en inglés Food and Drug Adminsitration) y el antipsicético
atipico clozapina [2], [6]. Los mecanismos de accidén atribuidos para reducir las
discinesias son el antagonismo a los receptores glutamatérgicos de NMDA por parte
de amantadina[7], [8] y accion antagonista de los receptores de serotonina por parte
de clozapina [9]-[11]. Sin embargo, ambos farmacos interactian con mas de un

sistema de neurotransmisores, detalles en Tabla 1 para amantadina y Tabla 2 para

clozapina.
Interaccion Mecanismo
Glutamatérgico
NMDA Antagonista [7], [12], [13]
Mediado por canales kir2 Bloqueador [14]
Gabaérgico
Aumenta niveles Agonista [15]
Dopaminérgico
Aumenta liberacion Altas concentraciones [16]-[19]
Colinérgico
Aumento de concentracion mediada por receptores = Antagonista [20]
de NMDA
Modula corrientes nicotinicas en hipocampo En baja concentraciéon antagoniza [21]
Tabla 1. Interacciones de amantadina.

Blanco Mecanismo Anti-LID
Serotonina
5HT1 Agonista [22], [23] Si [13], [16], [26]-[29]
5HT2 Antagonista [9], [22]{24] Si [1], [9], [30]
5 HT3 Antagonista [23], [24] Si [31]-[33]
5 HT5 Antagonista [23], [25]
5 HT6 Antagonista[9], [22], [23] Si [9]
5 HT7 Antagonista [9], [22], [23] Si[9]



Dopamina

D1 Antagonista [22], [23], [34] Si [35]-[38]

D2 Antagonista [22], [23], [34] Si [35], [36], [39]
D3 Antagonista [22], [23], [34] Si [35], [39]-[42]
D4 Antagonista [22]-[24], [34] Si [1], [35], [43]
Acetilcolina

M1 Agonista parcial [22], [44] Parcial [48], [49]
M2 Agonista parcial [45]

M3 Antagonista [22]

M4 Agonista [45] Si [48], [50]

M5 Afinidad [46]

a7 Antagonista [47] No [51], [52]
Adrenérgicos

al Antagonista [22] Si [10], [54], [55]
a2 Antagonista [22], [53] Si[1]

B1 Agonista [23] No [56], [57]
Histamina

H1 Agonista inverso [22], [58]

H2 Agonista inverso [58] Si[1], [59]

H3 Agonista [22], [58]

H4 Agonista[22], [58]

GABBA

Gaba A Antagonista débil [22] No [1]

Gaba B Interaccion [23], [60] Ninguna [1]
Glutamato

NMDA Débil agonista [22], [23], [61] No [1], [62], [63]
Cannabinoide

CB1 Interaccion [23] Agonistas reducen DIL [64], [65]

Tabla 2. Afinidades con multiples receptores de clozapina y accidn terapeuetica para DIL del

receptor.

Estudios en modelos animales de fisiopatologia de DIL han encontrado una
disfuncién generalizada en los circuitos de los ganglios basales [9], [66]-[68]. Dentro
de estas funciones desreguladas, el nucleo estriado tiene una relevancia ya que
poblaciones especificas pueden modular las discinesias, como lo muestran
experimentos con manipulacion optogenética de neuronas especificas [69]-[71].
Ademas, se han identificado patrones caracteristicos de DIL en registros eléctricos
como el ritmo gamma [72], [73]. Estudios previos han mostrado que en roedores,
los patrones de actividad neuronal que codifican conductas puede ser preservados
ex vivo [74], y en registros de imagenologia de calcio in vitro se puede diferenciar
entre patologias [75], e in vivo [76]. La actividad del microcircuito estriatal sin

ninguna lesion o induccidon de patologia se caracteriza por baja actividad



espontanea y cuya respuesta ante un estimulo fisiolégico se activan grupos de
neuronas o ensambles neuronas que describen secuencias ciclicas de los
ensambles [75], [77], [78]. En contraste, los patrones de actividad en registros tejido
discinético se caracterizan por hiperactividad espontanea, un ensamble altamente
recurrente con una elevada alternancia con otros grupos de neuronas coactivas (0
ensambles neuronales) y cuya secuencia temporal no es ciclica, asi como pérdida
de propiedades de red funcional durante el estado de maxima concentracién de L-
DOPA u on-state [75]. Con el registro simultaneo de multiples neuronas se puede
evaluar la accién directa de farmacos ante la heterogeneidad entre
neurotransmisores, tipos neuronales y proyecciones del nucleo estriado [79]. A
diferencia del registro individual, para el analisis y visualizacidon multiples neuronas
utilizaremos una definicion de trabajo de ensambles neuronales como unidad de
analisis [78], [80]. Previamente, este marco tedrico ha sido util para revelar la accion
farmacoldgica en tejido de diferentes farmacos en microcircuito estriatal [77], [79],
[81], [82] y extraestriatales [83]. Para esto, definimos un ensamble neuronal como
un grupo de neuronas que se activan simultdneamente en repetidas ocasiones,
cuyas sinapsis han sido potenciadas [84]-[86] y nuestra aproximacion a esta
conexion es la medida de actividad simultanea obtenido del multirregistro [75], [87]

descrito en la Figura 1.
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Figura 1. Ensambles neuronales. (a) Organizacion hipotética de tres ensambles (color) y su registro
eléctrico relacionado con acciones. En purpura, una neurona que participa en todos los ensambles.
(b) Muestreo espacial con imagenologia de una region cuya actividad puede ser inferida de los
cambios de fluorescencia, asi como la identificacion de neuronas coactivas como ensambles y su
secuencia temporal. (c) Representacion de neuronas como nodos y sus conexiones como actividad
simultanea que puede ser reorganizada como un grafo y medira distintos parametros como lo es el
grado o numero de conexiones de un nodo, el coeficiente de aglomeramiento como medida de
interconexidn de nodos vecinos y el grado ponderado como la suma del peso de cada conexion.



Planteamiento del problema

La amantadina y clozapina reducen el pico de discinesias inducidas por L-DOPA,
sin embargo, tienen diferentes mecanismos que interactian con multiples sistemas
de neurotransmisores. Ademas, la actividad neuronal del nucleo estriado se
relaciona directamente con la aparicion y magnitud de discinesias, por lo tanto,
haciendo un registro simultaneo de multiples neuronas estriatales con imagenologia
de calcio podriamos medir acciones especificas de ambos farmacos durante la

concentracion maxima de L-DOPA u on-state.

Asimismo, el microcircuito estriatal discinético preserva caracteristicas especificas
de la patologia durante el on-state como la hiperactividad neuronal y la alta
alternancia de ensambles neuronales, entre otras [75]. Estas caracteristicas,
reveladas por el anadlisis de ensambles neuronales, seran cuantificadas por el
cambio producido por la administracion directa de amantadina y clozapina en tejido
cerebral, y surge la pregunta si ¢, sera posible distinguir la modulaciéon de amantadina

y clozapina en el estado on-state de discinesia en docenas de neuronas estriatales?
Hipotesis

Dados los diferentes perfiles farmacoldgicos de amantadina y clozapina, se sugiere
que la modulacién de la actividad neuronal a nivel de docenas de neuronas
estriatales sera distinguible entre las dos. Estas acciones podrian estar involucradas
en la reduccién de la hiperactividad neuronal espontanea, cambiar la alternancia de

ensambles neuronales o modificar sus parametros de red funcional.



Objetivos

Generales

o Disefiar un protocolo de induccion de discinesias que permita evaluar
farmacolégicamente las discinesias y registrar la actividad de multiples
neuronas durante el pico de dosis de L-DOPA en rebanadas de cerebro de
raton.

o Cuantificar los efectos de dos diferentes perfiles farmacolégicos en el
microcircuito estriatal durante el on-state en un modelo de ratén utilizando
varios niveles de analisis.

o Clasificar las acciones de amantadina y clozapina en el microcircuito estriatal
discinético.

Objetivos particulares

o Utilizar la escala de discinesias en roedores para medir los efectos de
amantadina y clozapina conductualmente.
o Desarrollar una secuencia de analisis de los datos obtenidos con imagenologia
de calcio que permita:
o inferir la actividad neuronal y detectar ensambles neuronales,
o  extraer caracteristicas y medir cambios en la actividad neuronal estriatal
debido a la administracion de un farmaco y
o clasificar la accién entre farmacos utilizando una estrategia de reduccion de
dimensiones y aprendizaje supervisado de diferentes conjuntos de

caracteristicas extraidas en los diferentes niveles de analisis..

Materiales y métodos

Protocolo para inducir discinesias por L-DOPA

Se utilizaron ratones C57BL/6 y CD1, machos y hembras con edad minima de 24
dias PN (postnatal) y un peso minimo de 20 mg. La lesion hemiparkinsoniana se
realizé con inyeccion de 6-OHDA (0.8 uL de 6-hidroxidopamina) a una tasa de 0.2
ML por minuto mediante cirugia estereotaxica en el haz del prosencéfalo medial en

las coordenadas respecto a Bregma mediolateral (ML): -1.2; anteroposterior (AP): -
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1.5 y dorsoventral (DV): -5.3. Posterior a su recuperacion de una semana, se evaluo
la conducta de giro contralateral inducida por apomorfina (0.5 mg/kg en vehiculo de
solucién salina y ascorbato al 0.02%). Los ratones con al menos 100 giros

contralaterales durante una hora se consideraron para la siguiente etapa.

Las cirugias estereotaxicas (lesidn e inyeccion de virus) se realizaron con ketamina
(85 mg/kg) y xilacina (85 mg/kg) como anestésico y con cuidados de temperatura y
lagrimas artificiales. Y un cuidado riguroso de alimentacién y temperatura

postoperatorios.

La administracion diaria de L-DOPA y benserazide para inducir movimientos
involuntarios anormales se realizé mediante cuatro semanas, con dosis ascendente
de L-DOPA de 6, 12, 24 y 24 mg/kg respectiva a cada semana con benserazide (15
mg/kg) para inducir discinesias severas y estables a largo plazo [88]. Los MIAs
inducidos han sido descritos detalladamente [89], [90], los cuales consisten en, el
desplazamiento de la extremidad delantera contralateral a la lesion con movimientos
coreicos; la torsidn sobre el eje axial compuesto por cuello, espalda y base de la

cola; y movimientos en la boca y lengua (Figura 2).

Extremidad delantera Axial Orolingual

' _ v

Figura 2. Movimientos involuntarios anormales en raton. De izquierda a derecha en ratén CD1 y

C57BL/6: posicion de la extremidad izquierda (circulo rojo, contralateral a la lesion), torcion del eje
axial (rojo) hacia el lado contralateral y movimientos masticatorios en dos momentos del mismo ratén
CD1.

Las partes del cuerpo que son evaluadas son la extremidad delantera (Li), el eje
axial (Ax) y orolingual (Ol). En la Tabla 3 se muestra un segmento del formato de 9
evaluaciones cada 20 minutos utilizando una escala de 0 a 4 en la escala basica
que mide la persistencia del movimiento y la escala de amplitud que mide el
desplazamiento del movimiento. La evaluacion conductual de expertos ayudados

por videos se realizé mediante la escala de puntaje global de MIAs [35], el cual es



la suma de productos entre escala basica y amplitud de cada movimiento para cada

minuto de evaluacion. Estas anotaciones pueden ser manuscritas o usando la app

para dispositivos Android disponible en https://github.com/vladscript/plotAIM (ver

Fig. 3).

Puntaje 20 min. 180 min
Li| Ax | Ol | Li | Ax | Ol'| Li | Ax | Ol

Basico

Amplitud

Tabla 3. Formato de registro de puntaje para movimientos anormales involuntarios.

Enter N rodents

0

ENTER

Rodent: 1 /1
Next
Date 12/04/2022
D
Birthdate
Strain
I-DOPA [mg/kg]
Benserazide [mg/kg]
Drug Test
Weight [mg)

Save Features

Minute 20
Evaluation

Lo L Ax Ol

EEECE B B

Figura 3. Capturas de pantalla de la aplicacién para registrar puntajes de discinesias.

El protocolo fue validado [35] con la administracion via intraperitoneal (i.p.) de

amantadina y clozapina con las siguientes especificaciones:

Farmaco Dosis Laboratorio Vehiculo Minutos antes de
mg/kg L-DOPA
Clorhidrato de 15 | Sigma-Aldrich | Solucién  salina 0
benserazida 0.9% NacCl
L-DOPA (3,4- Dihidroxi- 24 | Sigma-Aldrich | Solucion  salina 0
Lfenilalanina 0.9% NacCl
éster etilico
Amantadina 40 | Sigma-Aldrich | Solucién  salina 100 [10], [19],
0.9% NaCl [91]
Clozapina 5 | Tocris DMSO diluido 4.8 5[35]
Bioscience mg/ml

Tabla 4. Farmacos utilizados.

Después del periodo de induccidn de discinesias, se evaluaron los vehiculos de los

farmacos una semana posterior y una semana después cada farmaco, ver detalles

en [92].


https://github.com/vladscript/plotAIM

Rebanadas de cerebro para imagenologia de calcio

Después del periodo de induccidn de discinesias, un subgrupo de ratones se utilizé
para expresar el indicador genético de calcio GCaMP6f bajo el promotor de
sinapsina (# 100837-AAV1; http://n2t.net/addgene:100837) en estriado dorsal con
coordenadas respecto a Bregma en ML: -1.6, AP: +0.8 y DV: 2.8, un volumen de
0.5 yL de vectores virales a una tasa de 0.1 yL por minuto utilizando una aguja
dental. Después de una semana de recuperacion, se indujo con la dosis mas alta

de L-DOPA para reestablecer las discinesias durante una semana.

Para sacrificar se usé la misma preparacion de anestésico antes mencionada y se
perfundié con la solucion de perfusion fria (4 °C) intracardiaca con sacarosa: (234
mM), NaHCO3 (28 mM), dextrosa (7 mM), piruvato (4.54 mM), acido ascorbico (0.28
mM), KCI (2.5 mM), MgCI2 (7 mM), NaH2PO4 (1.44 mM) y CaCl2 (0.4 mM).
Posteriormente se extrajo el cerebro y se mantuvo en liquido cerebroespinal
artificial: NaCl (126 mM), dextrosa (15 mM), NaHCO3 (26 mM), tiourea (0.2 mM),
acido ascorbico (0.2 mM), KCI (2.5 mM), MgCI2 (1.3 mM), NaH2PO4 (1.2 mM),
CaCl2 (2.0 mM); pH=7.4; 300+ 5 mOsm/L. Posteriormente con un vibratomo se
obtuvieron rebanadas de 300 um de grosor para-horizontales del nucleo estriado
del hemisferio derecho. Ambas soluciones, de perfusion intracardiaca y liquido
cerebroespinal artificial, incluyeron L-DOPA (50 uM) para mantener la condicién on-
state [1], [75]. El equipo de microscopia de epifluorescencia esta constituido por un
microscopio Olympus XLUMPLFLN, objetivo de 20X, una camara CoolSnap K4 con
filtro de emision de fluorescencia 495-540 nm (Olympus, U-MGFPHQ), un laser
para excitar el indicador de calcio con filtro de excitacion BP460—480 y un sistema
de perfusion con carbogeno constante. El software de adquisicion fue Im-Patch©
(http://Impatch.ifc.unam.mx). Las areas de registro se escogieron cuando se
apreciaba una zona enriquecida de somas con fluorescencia y se registraba al
menos 5 minutos en cada condicion. Primero actividad espontanea y posteriormente
se administraba el farmaco Al final del registro se aplica una alta concentracion de
KCI para evocar una despolarizacion generalizada en la rebanada, previamente

descrito en multiples trabajos [75], [79]. Esto sirve como indicador de viabilidad de



la rebanada, ya que, en la ausencia de la despolarizacion, la actividad pudo haber

sido por muerte neuronal y se descartaba el experimento.

Analisis de imagenologia de calcio

La secuencia de analisis se implementé usando MATLAB cuyo codigo esta

disponible en htips://vladscript.github.io/FinderSpiker/ (ver Anexo | y [92]). En

resumen, consta de las siguientes etapas:

1. Obtencion de la sefal de fluorescencia (AF/FO).

2. Inferencia de disparo neuronal o actividad de imagenologia de calcio. Mediante

un algoritmo de deconvolucion se infieren los tiempos de disparo neuronal de las

espigas o tasa de disparo inferido, las cuales constituye las filas de la matriz de

actividad R.

Figura 4. Matriz de actividad a partir de imagenologia de calcio.
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3. Deteccion de ensambles neuronales (EN).

Tiempo

Figura 5.Deteccion de ensambles neuronales

4. Obtencién de red funcional (RF).
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https://vladscript.github.io/FinderSpiker/

Figura 6. Red funcional de ensambles neuronales

5. Clasificacidon de los experimentos mediante reduccion de dimensiones vy

aprendizaje supervisado y evaluacion de caracteristicas en tres etapas de

analisis: actividad neuronal (AN),
funcionales (RF).
AN|-fod
88
)
EN |—Z g g PCA
5 ©
> 5
RF |l

SVM
PCj

_’@o PCi
v

Métricas de
clasificacion

Figura 7. Esquema de clasificacion para datos de imagenologia de calcio

6. Las pruebas estadisticas descriptivas se especifican donde se requiere.

ensambles neuronales (NE) y redes
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Resultados
La conducta como indicador de hemiparkinsonismo y discinesias

El nimero de giros completos contralaterales (media + error estandar), 232 + 13, a
la lesion de 6-OHDA inducidos con apomorfina cuando la lesion fue efectiva (N =
26) son mayores que los giros ipsilaterales, 4 + 3, estadisticamente significativos.
Esto no ocurre en ratones cuya lesién no fue efectiva (N = 49) con 12+4 giros
ipsilaterales y 20 + 4 giros contralaterales. Este es un indicador de una disminucion
significativa de DA en nucleo estriado [88]. En la Figura 8 se muestra la cantidad de
giros completos para los ratones que fueron seleccionados para este trabajo

(izquierda) y los descartados (derecha).

a Giros de ratones lesionados b Giros de ratones no lesionados
4001 . 400
w
8 3001 I 8 3001
> >
g 200 —a—— g 200 1
H* — H
1004 100 .
' : i
0- 2 : 0] l— | ——
Ipsilaterales Contralaterales Ipsilaterales Contralaterales

Figura 8. NUmero de giros ipsi- y contralaterales a la lesién de 6-OHDA. (a) Giros en ratones
efectivamente lesionados (P < 0.001; prueba de rango con signo de Wilcoxon). (b) Giros de ratones
con lesién no efectiva o descartados (P = 0.063; prueba de rango con signo de Wilcoxon).

Los requerimientos para la manifestacion de MIAs son la escasa dopamina en
estriado y el tratamiento cronico con L-DOPA [1], [93]. Por lo que los ratones que
manifestaron MIAs fueron considerados exclusivamente para los siguientes

estudios (ver video suplementario [92]).
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Semanas de induccion de discinesias y dosis de
L-DOPA (mg/kg)

A0, S1-6
L) S2-12
K [ e §3 24
3 i — 54 -24
=
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)
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(1]
£
T o
. e
20 60 100 140 180

Minutos depués de administracion de L-DOPA

Figura 9. Ejemplo de induccion de discinesias durante las cuatro semanas en ratones en valores
promedio y errores estandar del puntaje global de MAIs (N = 8). Podemos observar un aumento entre
la S1yla S2, en la severidad temporal de las discinesias (P = 0.013), cuyos puntajes totales (media
y error estandar) son: 104 + 17.6 y 157.75 + 26.4 respectivamente. Entre la S2 y la S3 no hay
aumento significativo (P = 0.84), pero aun hay variabilidad en el puntaje total de la S3: 148.5 + 55.115.
A partir de la S3 y la S4 podemos observar que no hay diferencia (P = 0.7) y por lo tanto se ha
alcanzo un grado estable y maximo de severidad con menor variabilidad en su puntaje total: 165.75

+ 12.0. Prueba de Friedman para comparar efecto temporal entre pares de semanas.

El puntaje severo, sostenido y con menos variabilidad de los MIAs como se muestra
en Figura 9 con las medias (circulos) y errores estandar (lineas verticales) de 8 de
ratones que les indujeron discinesias en cuatro semanas (S1, S2, S3 y S4), por lo
tomamos las discinesias severas como indicadores de que los procedimientos

fueron efectivos.
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Amantadina y clozapina reducen de manera similar las discinesias inducidas por
L-DOPA

Se reprodujeron los efectos conductuales antidiscinéticos de amantadina (40 mg/kg)
y clozapina (5 mg/kg) en un modelo de ratén con DIL. La dosis de clozapina utilizada
en rata (8 mg/kg, [10]) resultd inmovilizante en ratones (datos no mostrados). Notese
que el efecto terapéutico consiste en la reduccion de la severidad, es decir, el pico
durante el on-state es menor cuando se coadministra amantadina o clozapina con
L-DOPA. Los movimientos no desaparecen, solo disminuyen en su puntaje global
de MIAs un 56.1 + 8.6% con amantadina y 53.7 + 6.2% con clozapina (expresados

como media y error estandar).

w
o

40 » s | -DOPA+vehiculo 1200

s | -DOPA+Amantadina

ESN | _DOPA+Clozapina 100

80

60

discinesias

40

Puntaje global de MAls
N
o

20

Suma de puntaje en el pico de

b8

[ —

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Minutos después de inyeccion de L-DOPA

Figura 10. Amantadina y clozapina reducen el pico de discinesias en ratén. (a) Curso temporal con
promedio y error estandar del puntaje global para dos grupos de L-DOPA+ vehiculo y sus respectivos
farmacos, amantadina (P < 0.001; prueba de Friedman) y clozapina (P < 0.001 prueba de Friedman).
Pico de discinesias en gris entre minuto 40 y 80. (b) Boxplots Suma durante el pico de discinesias.
Amantadina (Z= 2.4, P<0.05) y clozapina (Z= 2.4, P<0.05) reducen significativemente el pico de
discinesias. Prueba de rango con signo de Wilcoxon.
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Efecto en la actividad del multirregistro estriatal durante el on-state después de la
administracion de amantadina y clozapina.

En el registro por imagenologia de calcio pudimos evaluar el efecto directo de
ambos farmacos en el tejido. Tanto amantadina (30 yM) y clozapina (15 pM)
redujeron el porcentaje de actividad (medido como la division de numero de cuadros
con actividad y el numero de total de cuadros grabados) como se puede observar
en Figura 11 en promedio y desviacion estandar por experimento un 41 + 18.7 %

después de administrar amantadina y un 37.5 £ 41.4 % después de administrar

clozapina.
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Figura 11. Ejemplos representativos de los efectos de amantadina y clozapina en la actividad
estriatal. En (a) y (b) constan de 3 paneles: grafico tipo raster que muestra la actividad antes y
después del farmaco, grafica vertical con el porcentaje de actividad individual y en la parte inferior la
coactividad en funcion del tiempo. (a) Actividad modifica por amantadina. (b) Actividad modificada
por clozapina.

Sin embargo, identificando el efecto que tuvo cada farmaco en neuronas
individuales, podemos dilucidar acciones especificas. Estos grupos (Figura 12) son
neuronas deprimidas cuya actividad fue reducida, dentro de este conjunto, hay un
subconjunto de neuronas inhibidas totalmente; las neuronas sin cambio, cuya
actividad no cambié un 10% del maximo de cada experimento y neuronas
facilitadas, aquellas cuya actividad increment6 y dentro de estas hubo un

subconjunto de neuronas activadas o previamente silentes.
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Figura 12 Efectos de farmaco en registros de imagenologia de calcio

De acuerdo con esta clasificacion podemos observar las filas de las graficas tipo
raster en Figura 6 el orden de arriba hacia abajo estan las neuronas que fueron
facilitadas, sin cambio y deprimidas identificando los cruces del % de actividad
individual de las graficas verticales. En los casos representativos podemos ver una
mayor proporcion de neuronas que fueron facilitadas por amantadina, mientras que
el efecto de clozapina fue inhibir actividad observando los espacios blancos en las

esquinas inferiores derechas de las graficas tipo raster.

La diversidad experimental de este resultado se muestra en Figura 13, donde se
compararon las proporciones de neuronas en cada rebanada segun el efecto que
tuvo el farmaco en diagramas de caja. Y obteniendo una diferencia entre farmacos

estadisticamente significativo en la proporcion de neuronas activadas.

- Amantadina
100 ¢ N
== Clozapina D Deprimidas
w g0}
5 . J nhibidas
2 60
- *
a . Sin cambio
c
o 401 %
< © [] Faciitadas
R 20t
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Figura 13 Proporcién de neuronas por efecto farmacolégico en cada rebanada. Los diagramas de
caja muestran la proporcion de neuronas de acuerdo con el efecto farmacolégico en cada rebanada.
Amantadina y clozapina difieren en su proporcidon e neuronas activadas (U test: 566, 6, P < 0.01).
Prueba U de Mann-Whitney.

Utilizando el registro completo de todas las células registradas obtuvimos la funcion
de distribucién acumulativa (FDA) del porcentaje de actividad en las condiciones:
discinesia (N = 426), amantadina (N = 286) y clozapina (N = 243) de las 12
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rebanadas, en la cual podemos constatar una mayor inhibicion después de la

administracién de clozapina (Figura 14).

10
<
E 0.5 == Discinesia
== Amantadina
== Clozapina

10 20
% de actividad

Figura 14. Funcion de distribucion acumulativa.

Observamos un desplazamiento a la izquierda de las curvas correspondientes a
amantadina (naranja) y clozapina (purpura) respecto a la actividad discinética
(verde), lo cual en este tipo de graficas significa una reduccién. Mediante la prueba
estadistica Kolmogorov—Smirnov para dos muestras cuantificamos la diferencia
estadistica de la Fig. 14 entre el porcentaje de actividad poblacional acumulada
después de amantadina (P < 0.001) y después de clozapina (P < 0.001) respecto a
la actividad discinética y cuyas medianas se desplazaron a la izquierda 1.19 % vy
3.4% respectivamente. Asi como clozapina respecto a amantadina (P < 0.001), esto
es 1.5 % de desplazamiento de la mediana. Prueba de Kolmogorov-Smirnov con

correccion para multiples comparaciones de Bonferroni.
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Modulacién de los ensambles neuronales estriatales durante el on-state después
de la administracion de amantadina y clozapina.

Cada condicion fue analizada para detectar ensambles neuronales (ver Materiales
y Métodos, Anexo | y [92]).
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Figura 15. Ejemplos representativos de la modulacion de ensambles neuronales de la discinesia
después de la aplicacion del farmaco. En (a) y en (b) se muestran graficas tipo raster cuyas columnas
muestran el resultado del agrupamiento de columnas similares con colores que identifican los
ensambles neuronales. En la parte inferior se muestra la coactividad donde se pueden reconocer los
intervalos y duraciones de los ensambles, asi como el umbral de coactividad poco frecuente (P<0.05)
debido al azar (Monte Carlo, N = 1000). (a) La accién de amantadina en la misma rebanada. (b) La
accion de clozapina en la misma rebanada.

Ambos farmacos producen que diferentes ensambles de neuronas entren en accion
después de su administracién como lo muestran las diferentes columnas de colores
en Fig. 15, donde cada color indica un ensamble neuronal. La grafica de coactividad
tiene el umbral con linea segmentada que muestra los picos de coactividades o
ensambles significativos con los intervalos correspondientes a cada color, estos

fueron reducidos en cantidad por clozapina.

Del multirregistro podemos pasar a una secuencia representativa del experimento
ilustrada como una serie de ensambles neuronales. En esta secuencia podemos
analizar la alternancia o probabilidad de ensambles consecutivos diferentes en la

Figura 16.
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Figura 16. Secuencias de ensambles neuronales. Los asteriscos indican coactividad superior al
umbral de coactividad significativa. (a) Secuencia de ensambles (N = 3) modificada por amantadina
(N =5). (b) Secuencia de ensambles (N =4) modificada por clozapina (N = 3).

La diversidad experimental muestra cambios significativos en la cantidad de picos
significativos por clozapina (Figs. 16b y 17a), y un aumento en la diversidad de la
secuencia por amantadina (Figs. 16a y 17b). Mientras que ambos farmacos
disminuyen las neuronas participantes en los ensambles (coactividad en Fig. 15y
Fig. 17c), cuando hay en promedio 4.2 neuronas activas en los ensambles durante
discinesia, en amantadina hay 3.6 y con clozapina 2.9 (variabilidad y estadistica en
Fig. 17c).
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Figura 17 Pardmetros de ensambles neuronales especificos de los farmacos antidiscinéticos. (a)
Diagramas de caja del numero de picos significativos Clozapina reduce la cantidad de picos
significativos (Z = 1.7, P < 0.05). (b) Probabilidad de alternancia. Amantadina aumenta la diversidad
en la secuencia de ensambles neuronales (Z = -1.9, P < 0.05). (c) Promedio de neuronas en la
coactividad de cada ensamble detectado amantadina (U:100729,304, P < 0.05) y clozapina (U:5721s,
24, P £0.001). Prueba de rangos con signo de Wilcoxon unilateral para (a) y (b) y Prueba U de Mann-
Whitney) para (c).
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Efecto en las conexiones funcionales de los ensambles neuronales estriatales

durante el on-state después de la administracion de amantadina y clozapina.

De las neuronas participantes en los ensambles neuronales, se exportaron nodos
como neuronas y enlaces como actividad simultanea para visualizar y analizar en el
programa de interfaz grafica para analizar redes Gephi [94]. Obteniendo cambios

cualitativos (Figs. 18 y 19) en forma de arquitectura circular y cuantitativos (descritos
en Fig. 1c y mostrados en Figs. 20y 21).
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Figura 18. Cambios en la conectividad funcional debido a amantadina (derecha) a la red discinética

(izquierda). Los colores indican el ensamble en el que participaba cada nodo, el grosor de los enlaces
el peso de la conexion y el tamafo de nodo es proporcional a su grado.

Discinesia Clozapina

Peso de
enlace

O .
= 3.2%
1 H
o] 0

/v O Grado de
h O nodo
O 16
O 12
o 8
o 4

Figura 19. De forma analoga a Fig. 18, se muestran los cambios inducidos de clozapina (derecha)
en la red discinética (izquierda).
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Figura 20. Ejemplos representativos de diagramas de caja con tres parametros de redes: grado de
nodo, peso ponderado y coeficiente de aglomeracién donde cada punto representa un nodo de red.
En la primera fila se muestran los cambios debido a amantadina y la segunda fila los cambios en los
parametros debido a clozapina. Amantadina disminuye el peso ponderado (U: 6675.5es,81 P < 0.001),
mientras que clozapina redujo el grado de nodo (U: 951.525 33, P < 0.001). Ambas disminuyen la
interconectividad (amantadina, U: 203735, 49 P < 0.001; clozapina, 933.525,33,P < 0.001). Prueba U de
Mann-Whitney.
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Figura 21. Valores promedio de las redes de cada experimento. (a) El grado promedio de los
experimentos es reducido por clozapina en puntos purpura respecto a discinesia puntos en verde (Z
=1.7, P <0.05). (b) El grado promedio ponderado promedio es reducido por amantadina, puntos en
naranja (Z = 1.9, P < 0.05). (c) Coeficiente de aglomeramiento promedio de todos los experimentos
fue reducido por amantadina (Z = 1.9, P < 0.05) y clozapina (Z = 1.7, P < 0.05). Prueba de rango con
signo de Wilcoxon unilateral.
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Clasificacion automatica de datos de imagenologia de calcio

De las etapas anteriormente descritas, se obtuvieron una lista de caracteristicas

especificas para cada etapa descritas en la Tabla 5.

Conjunto de caracteristicas extraidas de imagenologia de calcio Tipo
Porcentaje de cuadros activos por neurona Distribucion real
Intervalo inter-espigas en segundos Distribucion real
o Duracién de rafagas de espigas en segundos Distribucion real
Actividad
neuronal |Ré&fagas por minuto por neurona Distribucion real
(AN) Coactividad Distribucién entera
Coeficiente de autocorrelacion de la coactividad Escalar real
Porcentaje de tiempo con coactividad mayor a cero Escalar real
Duracion de los ensambles en segundos Distribucion real
Intervalo inter-ensambles en segundos Distribucion real
Umbral de coactividad Escalar entero
Numero de ensambles Escalar entero
Ensambles por minuto Escalar real
Ensambles
neuronales | Numero de ciclos (caminos eulerianos) por minuto Escalar real
(EN) , —
Error promedio de validacidon cruzada Escalar real
Distancia de Hamming maxima entre ensambles Escalar real
Tamafio de interseccion de todos los ensambles Escalar real
indice de Dunn Escalar real
Probabilidad de alternancia Escalar real
Grado de nodos Distribucién de enteros
Redes Coeficiente de aglomeracion Distribucion real
funcionales —
Grado ponderado Distribucién real
(RF)
Numero de triangulos () Distribucién de enteros

Tabla 5. Caracteristicas extraidas de imagenologia de calcio. En cada etapa de analisis se extrajeron
los parametros enlistados. De los parametros que son distribuciones se calculé media, varianza,
simetria y curtosis numéricamente.
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Siguiendo la metodologia descrita en Materiales y Métodos, Anexo | y [92],
obtuvimos los siguientes rendimientos de clasificacion utilizando todas las
combinaciones de bloques de caracteristicas en Tabla 5 y adicionalmente los datos

conductuales del puntaje global de MAls durante el pico de discinesias.

Por medio de validacion cruzada dejando uno fuera o LOCCV por sus siglas en
inglés (leave-one-out cross-validation) se midio la precision promedio en diferentes
inicializaciones de los hiperparametros del algoritmo de maquinas de vector soporte,

SVM por sus siglas en inglés (support vector machine).

Bloque de N N experimentos PCA Kernel Precision
caracteristicas Discinesia Amantadina Clozapina SVM LOOCV
MAIs 3 14 7 7 1 gaussiano 45.89 (2.90) %
AN 22 12 6 6 2 lineal 53.75 (4.25) %
EN 17 12 6 6 4 gaussiano 62.50 (3.82) %
RF 16 12 6 6 4 gaussiano 55.21 (2.66) %
AN & EN 39 12 6 6 3 polinomial 53.13 (2.98) %
AN & RF 38 12 6 6 3 gaussiano 37.71 (3.70) %
EN & RF 33 12 6 6 6 gaussiano 58.96 (4.93) %
AN & EN & RF 55 12 6 6 4 polinomial 46.67 (4.19) %

Tabla 6. Rendimiento de clasificacion automatica. En las columnas se enlista: la combinacion de
caracteristicas, numero de caracteristicas, numero de experimentos o clases, numero de
componentes principales con mas del 95 % de la varianza explicada, la funcion Kernel utilizada en
SVM y precision media y desviacion estandar utilizando LOOCV. En fuente negrita el rendimiento de
los datos conductuales (MAIs) menores a utilizar ensambles neuronas y redes funcionales.

De Tabla 6 podemos ver que usando datos el analisis en imagenologia es posible
clasificar los datos con mejor precisibn que con los datos conductuales. Sin
embargo, al tratarse de una base de datos desbalanceada, se exploraron métricas
por clase para medir la tasa de verdaderos positivos y de falsos positivos, entre
otras para decidir cual combinacién de parametros separa mejor los datos,
obteniendo los siguientes resultados utilizando todos los experimentos para

entrenar la SVM.
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Bloque de Tasa de verdaderos positivos Tasa de falsos positivos
caracteristicas

Disc. Aman. Clz. Disc. Aman. Clz.

MAls 0.87 0.59 0.37 0.06 0.23 0.16
(0.03) (0.38) (0.41) (0.02) (0.13) (0.12)

AN 0.92 0.00 0.83 0.56 0.00 0.07
(0.00) (0.00) (0.00) (0.04) (0.00) (0.02)

EN 1.00 0.83 0.73 0.21 0.01 0.00
(0.00) (0.04) (0.20) (0.07) (0.03) (0.01)

RF 1.00 0.83 0.36 0.41 0.00 0.00
(0.00) (0.04) (0.29) (0.15) (0.00) (0.00)

AN & EN 1.00 0.00 0.67 0.67 0.00 0.00
(0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)

AN & RF 1.00 0.32 0.62 0.53 0.00 0.00
(0.00) (0.36) (0.24) (0.22) (0.00) (0.00)

EN & RF 1.00 0.97 1.00 0.00 0.00 0.01
(0.00) (0.06) (0.00) (0.00) (0.00) (0.02)

AN & EN & 0.95 0.04 0.81 0.58 0.00 0.03
RF (0.06) (0.13) (0.08) (0.08) (0.01) (0.04)

Tabla 7. Rendimiento de clasificacion multiclase de diferentes bloques de caracteristicas. Se muestra
la tasa de verdaderos positivos y falsos positivos para cada clase como media y desviacion estandar.

En Tabla 7 se nota como EN y RF tienen mejor desempefio que EN en cuanto a
tasa de falsos positivos. Por lo tanto, la combinacion de caracteristicas de
ensambles neuronales y redes funcionales ayudan a separar mejor los datos.
Noétese que utilizar todas las caracteristicas no mejora el desempeno de

clasificacion.

Finalmente, para ilustrar e interpretar los resultados mostramos la proyeccion de los
datos en el dominio PCA y se trazaron regiones de probabilidad de clasificacion
dados por SVM. Se comparo6 el resultado de utilizar caracteristicas conductuales y
del analisis propuesto en este trabajo. Utilizando caracteristicas de ensambles
neuronales y de las redes funcionales es posible diferencia entre farmacos con alta

precision en Figura 22.
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Figura 22. Regiones de clasificacion obtenidas con PCA y SVM. (a) Regiones de probabilidad
utilizando datos conductuales. (b) Regiones de probabilidad utilizando ensambles neuronales (NE)
y redes funcionales (RF).

Mientras conductualmente es posible diferenciar entre animales tratados y no
tratados (regiones verde y blanca de Fig. 22a), los puntos que representan a los
tratamientos farmacologicos (puntos naranja y purpura de la Fig. 22a) se confunden
entre si en la region verde de baja probabilidad de clasificacion. En el analisis de los
datos provenientes de imagenologia de calcio es posible encontrar regiones con
alta probabilidad de clasificacion especificas para amantadina y clozapina (regiones
blancas en Fig. 22b). Por lo tanto, utilizando estos conjuntos parametros, NE y RF,
es posible diferenciar distintas acciones farmacologicas en el tejido cerebral.

Resumen de resultados

e La amantadina (40 mg/kg) y la clozapina (5 mg/kg) reducen los MIAs en raton
(Fig. 10).

e La actividad del estriado durante el on-state es disminuido por amantadina (30
MM) y en mayor medida por clozapina (15 uM, Fig. 14).

e Distinta modulacién de ensambles neuronales, la amantadina amplia la
variabilidad con neuronas (Fig. 15a) y su secuencia (Figs. 16a y 17b), mientras
que la clozapina (Fig. 15b) disminuye la cantidad de picos significativos de
coactividad (Fig. 16b y 17a) y ambos evocan ensambles con menos neuronas
participantes (Fig. 17b).

e La Clozapina disminuye el grado de los nodos (Figs. 19, 20 y 21a) y la
amantadina reduce el peso de las conexiones (Figs. 18, 20 y 21b). Ambas
disminuyen la interconectividad (Figs. 20 y 21c).

e Usando las caracteristicas de ensambles neuronas (NE) y redes funcionales
(FN) se obtuvo un mayor desempefio al entrena un algoritmo de aprendizaje
supervisado y PCA distinguiendo efectos entre farmacos (Fig. 22).
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Discusién

Utilizando la metodologia descrita en este trabajo se contribuyé evidencia sobre los
mecanismos antidiscinéticos de farmacos distintos administrados directamente en
tejido cerebral durante el on-state de DIL en ratdn. La secuencia de analisis, basada
en la teoria de los ensambles neuronales, logro clasificar efectos diferenciados en
datos utilizando imagenologia de calcio. De esta forma se busca incluir nuevas
estrategias para el hallazgo de tratamientos farmacoldgicos [11], ademas de la
conducta, registros de célula unica para que haya menor dependencia en el

descubrimiento accidental de farmacos [95].

Los resultados publicados de este trabajo [92], podrian tener correlacién con
estudios electrofisioldgicos previos. Por ejemplo, se ha reportado que el ritmo
gamma (oscilaciones entre 60 y 80 Hz) como una caracteristica distintiva durante la
manifestacion de las discinesias en multiples nucleos cerebrales incluyendo el
estriado [72], [73], [96], asi como patrones de disparo que son especificos a las
neuronas que componen la via directa y que correlacionan con las discinesias [97].
Farmacologicamente, se ha reportado la atenuacion de este ritmo por accion de la
amantadina [72], [96], mientras que aun se desconoce si clozapina tiene el mismo
efecto en discinesias. Sin embargo, la clozapina si reduce el ritmo gamma en un
modelo animal de esquizofrenia [98]. Entonces, encontrando relaciones entre
registros de imagenologia de calcio y eléctricos [83], [99] se podria dilucidar si los
ritmos gamma subyacen a los ensambles neuronales y profundizar sus

implicaciones computacionales en otras condiciones y con otros ritmos [100]-[102].

Las dosis sistémicas utilizadas obtuvieron resultados similares a estudios previos.
En el caso de amantadina (40 mg/kg) se han publicado en cuanto a la reduccion de
discinesias y en multiples especies [8], [10], [15], [35]. En el caso de clozapina (5
mg/kg) utilizamos una dosis menor de la usada en ratas [10], pero con resultados

equivalentes a amantadina, dosis altas pueden provocar inmovilidad [103].

Los posibles mecanismos in vitro de amantadina (30 uM) descritos en Tablas 1
podrian actuar en sinergia con clozapina. Ademas, se puede intuir que la alta
alternancia en la secuencia de ensambles (Figs. 16ay 17b) y la reduccion del peso
de las conexiones funcionales obtenida en los ensambles (Figs. 18, 20 y 21b)
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podrian tener relacion con la reduccion de las sinapsis potenciadas en las
discinesias [104], [105].

De manera similar, la dosis de clozapina (15 uM) cuyos mecanismos, descritos en
Tabla 2, podrian ser principalmente inhibitorios en el nucleo estriado ya que, en
general, su efecto fue inhibitorio, esto es, actividad reducida (Fig. 14), ensambles
con menos recurrencia (Fig. 16b y 17a) y redes funcionales con menos nodos (Figs.
19, 20 y 21a). Ambas dosis se encuentran en rangos terapéuticamente relevantes.
En amantadina se han reportado concentraciones en 4 y 100 uM [5], [8], [14]. Y en
clozapina un rango entre 0.96 y 2.8 uM [106] en sangre, sin embargo esta se

acumula en mayor concentracion, entre 15y 24 veces, en tejido cerebral[107], [108].

Se han sentado las bases para la busqueda de farmacos novedosos con esta
metodologia capaz de diferencia acciones farmacolédgicas especificas. A esto se le
puede mejorar con detecciones mas amplias la conducta utilizando la informacién
de los videos [109], [110] y asi también mejorar la resolucion de cambios motores

que correlacionen con la dinamica de los ensambles neuronales.
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Conclusiones

Amantadina y clozapina tienen efectos analogos en la conducta de acuerdo con
la escala de movimientos involuntarios anormales. Sin embargo, sus acciones
se pueden diferenciar en los ensambles observados en el microcircuito estriatal
durante el on-state de las discinesias.

Estos fueron hallados gracias a la secuencia de analisis basada en la teoria de
ensambles neuronales, basados en la teoria Hebbiana.

La modulacién diferenciable de amantadina y clozapina sugieren un posible uso
simultaneo para ello se tiene que evaluar a diferentes dosis para medir su posible
sinergia

Futuros estudios exploraran farmacos novedosos siguiendo esta metodologia.
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Anexo |

Descripcion de los algoritmos  implementados en  FinderSpiker:
https://vladscript.github.io/FinderSpiker/para la deteccion de los tiempos transitorios
de calcio, ensambles neuronales y redes funcionales. Caddigo:
https://qgithub.com/viadscript/FinderSpiker. Parte de este anexo incluye figuras en
inglés como parte de la documentacién y publicacién original del método en .

Deteccidn de actividad neuronal

Objetivo: detectar los tiempos de subida de los transitorios de calcio en las sefiales
de fluorescencia semiautomaticamente. La obtencion de la sefial de fluorescencia
se hace mediante el promedio espacial dentro de la zona de interés seleccionada
correspondiente al soma de la célula para cada cuadro o tiempo muestreado (trazo
naranja).

En resumen, se siguen los siguientes pasos.

1. Substraccién de la tendencia.

La estimacion se hace mediante un filtrado de la componente lenta de fluorescencia
mediante el método suavizado ‘RLOESS’ el cual hace una regresiéon de minimos
cuadrados lineales ponderados asignando un peso menor a valores atipicos
(cambios  fasicos), esto es, una

ponderacion de cero a los datos fuera de

seis desviaciones absolutas de la media.

En la figura de la derecha se observa los

registros originales (naranja) y el filtrado

RLOESS (magenta).

2. Substraccion del ruido.

Para obtener un umbral de amplitud se estima el ruido, el cual

se asume gaussiano e independiente e idénticamente

distribuido. Se utiliza la funcién de escalamiento ‘sym8’ A | A
(izquierda) debido a su similitud con una respuesta tipica de

fluorescencia al disparo neuronal. La version filirada se substrae de la senal original
obteniendo una estimacion del ruido:

WA el g

Y se calcula la distribucion (abajo izquierda) y coeficiente de autocorrelacion del
ruido (abajo derecha):
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raw signal
dbw=1
dbw=2
dbw=3

— b4

A través de la descomposicion por filtrado de
wavelet se busca que el coeficiente de
autocorrelacién del ruido encuentre un minimo
en funcion del factor de escalamiento.
Obteniendo la mejor versién sin ruido (sefial
purpura) y se obtiene la desviacion estandar
del ruido que servira de umbral.

3. Sefial estrictamente no negativa (AF/FO).

Se obtienen una componente de picos y valles
por debajo de una desviacion estandar (linea
segmentada roja) del ruido (trazo violeta)

Sefal no negativa, original con ruido (azul), sin
ruido (verde), linea cero (gris), umbral de ruido
(rojo):

4. Deconvolucion: LASSO

Se modelan los datos de acuerdo a un modelo de convolucion:
_\JF = (,Ir * T + u!
Donde
AF: sefial no negativa sin componente de tendencia (con ruido) de fluorescencia
d: espigas o tasa de disparo (variable incégnita)

r: respuesta canonica del indicador de calcio. Se estima como un proceso
autorregresivo (AR) de orden3 mediante la solucién de la ecuacion de Yule-Walker
con el algoritmo Levinson-Durbin.

Posteriormente se ajusta a un modelo biexponencial y R es la matriz Toeplitz del
vectorr:

r(t) = g(e~ (/™) _ o=(t/m))
w: ruido como variable normal de media cero y desviacion estandar N(0,0)

Notacion vectorial para N muestras:

fnvxt = Rvun - dasa + W
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De la cual se desea estimar d, estableciendo un problema tipo LASSO:

- 1 .
d=arg :nin (EHY -R- fl\lj + /\H(lH])

Mediante el algoritmo SparSA, ajustando el parametro A que ajuste solamente los
picos arriba del umbral de ruido:

d*r
2au
ag Y
";] 1au

1 min

De esta forma es posible estimar los transitorios de calcio sobrepuestos. Los
tiempos o cuadros donde d>0 son indicados con ‘1’ en las filas de la matriz binaria
de actividad que representa el multirregistro de cada condicion experimental

5. Inspeccion visual: artefactos y movimiento

Ademas, se implementé una interfaz grafica para discriminar manualmente
fluorescencia por movimiento o

?
RASTER

artefactos que se puedan confundir con " —
transitorios de calcio. e MM T

o e
En la interfaz se muestran 5 paneles en R —
dos columnas. En la columna 1

o : Cosl | Y
izquierda, el primer panel muestra la 5 O#ﬁww%
~ . L T i Rl
sefal de fluorescencia original,
1=0.44495

indicando el numero de neurona (0 ;' .
célula) y porcentaje de progreso gos ’J v g s
revisado (titulo) y la componente de "o | 0

[min]

SNR=4.3172[dB]

E

tendencia lenta (linea magenta). El
segundo panel la sefial no negativa o sin tendencia, asi como el umbral de ruido y
la relacion sefial a ruido (Signal Noise Ratio, SNR) estimada. El tercer panel,
muestra la actividad estimada de acuerdo al parametro A que se puede aumentar
(mas disperso) o disminuir (mas espigas). En la columna derecha el registro
poblacional en un raster plot en el primer panel donde se indica la fila (numero de
neurona) y el segundo panel la grafica de coactividad (CAG) o suma vertical de la
matriz de actividad resaltando lo tiempos de actividad en los que participa la neurona
mostrada en la columna izquierda. Una guia de usuario en:
http://htmlpreview.github.io/?https://github.com/viadscript/FinderSpiker/blob/master
/html/USER_GUIDE.html
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Deteccion de ensambles neuronales:

Objetivo: detectar de manera automatica los grupos de neuronas coactivas, o
ensambles neuronales, que mejor clasifiquen el multirregistro simultaneo de

actividad neuronal.

1. Determinar umbrales de coactividad que absorban el 75% de las células

registradas:

Matrix activity of single condition

» = ] 25 o T - e = 2O o -

J!.. . - I T i i T
- — - o

I
1500
Frames 150 300 40 80

2000

2

2

5

3

= |_
Frames

A la derecha la matriz de actividad obtenida del proceso de deteccion de actividad
neuronal y abajo el histograma de actividad. Las lineas rojas indican los umbrales
de actividad. A la derecha las submatrices después de filtrar con el umbra. En rojo
los umbrales que tienen al menos 75% de las neuronas registradas (2,3 y 4). En el

caso de 5 hay muy pocas células, por lo que se descarta.

2. Se encuentra el agrupamiento que mejor predice la actividad:
a. Para cada submatriz AGioveia2
i. Se obtiene la matriz de similitud |,

mediante la distancia de Hamming
entre columnas (vectores de
poblacién neuronal)

ii. Se determina el método de enlace
que sea mas consistente y se
obtiene el arbol dendritico con el
algoritmo de agrupamiento Es
jerarquico.

iii. EI numero de cluster o grupos wii. IO
crece iterativamente hasta que se 51391

Srslarity matrix

Dissance

'yl
- 8! |

clustering in
dorrinant branch

I

Soned simmilarity matrx  Hierarchichal dustering
dendrogram

encuentren grupos redundantes,
esto es, que un par de grupos tenga una interseccion del 75% de neuronas.

b. Entonces, la columnas son utilizadas para entrenar un clasificador Naive
Bayes, cada columna con la etiqueta dada por el método de agrupamiento.
c. Se realiza un método de validacion cruzada de 10 iteraciones (k-fold cross-

validation), se promedia la precision del agrupamiento.

3. Se pondera el promedio de precision con el numero de columnas con actividad

y el numero de ensambles para prevenir sesgos porque puede haber precisiones



altas debido a un bajo numero de cuadros (o columnas) y/o un reducido numero
de ensambles.

4. Se elije el promedio ponderado de mejor precision. Este agrupamiento predice,
en promedio, la actividad registrada.

En resumen, este algoritmo soluciona el ordenamiento de filas en la matriz de
actividad de acuerdo a columnas similares como se muestra en este ejemplo

FR- 1.

De la matriz binaria (izquierda) se reordenan las filas de acuerdo con columnas
similares, en este caso tres grupos (verde, rojo y azul). Cada color representa los
ensambles de columnas similares que obtuvieron la mejor precision al entrenar un
algoritmo de clasificacidon con este agrupamiento. Graficamente se puede a simple
vista que las filas pueden revelar conjuntos de patrones similares, con
intersecciones y que se alternan durante el tiempo.

30,

25|

Sorted neurons ID

20,
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Red funcional

Objetivo: A partir de la matriz de actividad y el analisis de ensambles neuronales,
construir la red funcional donde los nodos representan neuronas y los enlaces el
disparo simultaneo. El peso de cada enlace esta dado por el porcentaje de disparo
simultaneo de los nodos. El color de los nodos por el
ensamble en el que participan o la combinacién de
los ensambles

ellos. Si participan en todos
detectados se distingue en purpura.

1. Exportar datos a Gephi 0.9.1: se generan dos

archivos CSV (ver documentacion de Gephi)
A. Para cada par de neuronas de la matriz de actividad, i y j, se obtiene el % de

Enalces: actividad simultanea

3
2
1

actividad simultaneo, enlistando cada enlace o aristas:

Crigen Destino
12 16

Tipo
No drigida

1d
o

Arquitectura

Weight
0.002339

12 18

No dirigida

0.002338

12 13

No dirigida

1
2
3

0.003509

12 20

No dirigida

B. Y una lista de nodos con atributos como coordenadas y color de ensambile,

entre otros

N chriricia

0.008187
n nn7a

d Label Interval Latitude Longitude Color

13 6 134 488 127,158,119
134 6 311 180 127,158,119
30 5,8 249 241 27,158,119
32 5,9 365 109 231,41,138
17 6,12 372 331 166,118,29
51 6,12 115 194 127,158,119

3

2. Se generan tablas de datos con el calculo de parametros deseados que se
pueden exportar como archivos de texto para reincorporar en MATLAB.

Estadisticas X |

Grado

Grado con pesos

Clustering Coeffident

Configuracién 2 0.01462 1.0
3 0.02807 0.666667
[= Vision general de la red 3 0.019298 1.0
Grado medio 6.035 Ejecutar @ |2 0.011111 .0
) . 4 0.050292 1.0
Grado medio con pesos 0.04 Bjeautar @ o 0.054386 0.466667
Didmetro de la red Ejecutar @ 2 0.08655 0.227273
13 0.122222 0.410256
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Regiones de probabilidad de clasificacion:

Objetivo: obtener regiones de probabilidad en un plano utilizando reduccién de
dimensiones y un método de aprendizaje supervisado que ilustre fronteras entre
condiciones experimentales en los datos de imagenologia de calcio.

De las etapas anteriores se obtienen las siguientes caracteristicas, las cuales
constituyen un mayor numero que observaciones (condiciones experimentales).
Para esto elegimos la siguiente estrategia:

1. Se aplica el método de analisis de componentes |
principales (PCA) <con el método de : :
descomposicion en valores singulares (SVD), las I
caracteristicas fueron previamente ponderados | I
por la varianza inversa y seleccionamos las 1:. I
I |
| |
| i

[ 5

componentes que contengan al menos el 90% de
varianza explicada

2. Se entrend el algoritmo de maquinas de vectores
soporte (por sus siglas en inglés, Support Vector Machine, SVM). Mediante
un busqueda exhaustiva buscamos la funcién kernel y las componentes
principales con mejor precisién para clasificar los datos. Esto se hizo para
multiples clases y el caso binario o una contra todas (one-versus -all)

SVM multiclass SVM one versus all
PCj PCj
* Condition A
* Condition B » Condition /
Condition C + Else
— Features projections .

PCi PCi

% probability % probability

accuracy accuracy
] |
0 100 0 100

3. Seleccién de caracteristicas. Lo pasos anteriores se repitieron para todas las
combinaciones de bloques de caracteristicas y se utilizaron las métricas de
tasa de verdaderos positivos y tasa de falsos positivos, entre otras, para
determinar cual combinacion tuvo mejor desempenio:
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