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Lista de abreviaciones

HCN Canal catiénico activado por despolarizacion.

ISI Intervalo inter espigas (Inter spike interval).

PiP2 fosfatidilinositol 4,5-bifosfato .

PLC Fosfolipasa C.

SNC Sistema nervioso central.

TNSF  Terminal nervioso sensible a frio.

TRAAK TWIK-1 Related arachidonic acid-stimulated K* channel.
TREK  TWIK-1 RElated K* channel.

TRPMS8 Transient Receptor Potential Melastatin 8
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1 RESUMEN

En mamiferos, las neuronas somatosensoriales primarias sensibles al frio inocuo
muestran diversos patrones de impulsos nerviosos. A temperatura constante, estas
neuronas exhiben secuencias de disparos regulares o bien en rafaga dependiendo de la
temperatura (respuesta estéatica). Cambios bruscos de la temperatura producen un aumento
en la tasa de disparo cuando baja la temperatura o la disminuyen cuando sube la
temperatura (respuesta dinamica). Basados en las conductancias de algunos canales de
iones presentes en estos terminales, Huber y Braun (1998) construyeron un modelo
matematico que reproduce la respuesta estatica de estas neuronas. Sin embargo, este
modelo no reproduce la respuesta dinamica. En este trabajo expandimos el modelo de
Huber y Braun incluyendo al canal activado por frio TRPM8 con el propésito de reproducir
tanto la respuesta dinamica como la estéatica. Ajustamos el modelo mediante algoritmos de
optimizacién evolutiva lo que nos permitid6 encontrar una poblacion de conjuntos de
parametros con los cuales el modelo reproduce ambas respuestas. También evaluamos el
comportamiento de nuestro modelo separando las conductancias de transduccion y de
generacion de potenciales de accion en dos compartimentos diferentes, encontrando
también grupos de parametros en donde el modelo reproduce ambas respuestas. La amplia
distribucion de los grupos de parametros que otorgan al modelo la capacidad de reproducir
el comportamiento de estos terminales, sugiere la presencia de mecanismos
compensatorios que garantizan una correcta codificacién del estimulo térmico mas alla de

las densidades individuales de cada tipo de canal presentes en ellos.



1.1 ABSTRACT

In mammals, innocuous cold sensitive primary afferent neurons exhibit a variety of
nerve impulse patterns. Under constant temperature, they show a tonic regular firing at
normal skin temperature and a bursting behavior at temperatures below 30°C with a growing
number of spikes per burst at lower temperatures (static response). Also, upon a sudden
change of temperature, these neurons show a transient increase (when cooling) or decrease
(when heating) in the firing rate (dynamic response). Based on the ionic channel
conductances presummed to be present in the terminals, Huber & Braun (1998) built a
conductance-based mathematical model that resembles the static response. However, this
model lacks the dynamic response shown by the nerve fibers in vivo and notably it does not
include the TRPM8 channel, known to be the most important cold transducer in mammals.
We expanded the Huber&Braun model to include the cold activated TRPM8 channel with the
aim of reproducing the dynamic response. We fit the model using evolutionary parameter
optimization, and found a population of parameters sets in which the model resemble both,
the dynamical and the static response. We also evaluated the behavior of our model
separating transduction and action potential-generating conductances in two compartments.
Under this condidtion we also found places in the parameter space in which the model
resemble both, static and dynamical response. The wide distribution of parameter sets
where the model reproduce both responses suggest compensatory mechanisms that allow

the reliability in the response of this terminals despite variations in ion channel densities.
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2 INTRODUCCION

2.1 Neuronas somatosensoriales primarias sensibles a frio

En organismos homeotermos como los mamiferos, la deteccion de cambios de
temperatura en el medio externo es una informaciéon fundamental para regular su homeostasis.
Este fendmeno se origina principalmente neuronas somatosensoriales primarias, cuyos somas
se ubican en los ganglios raquideos y ganglios trigéminos y proyectan prolongaciones a
organos periféricos como la piel en donde se transforman en terminales nerviosos capaces de
transducir e iniciar la codificacion del estimulo térmico. En este proceso Intervienen diversos
tipos neuronales, con especificidad de respuesta a temperaturas que representan para el
organismo situaciones de calor nocivo, calor inocuo, frio nocivo o frio inocuo (Belmonte y
Viana, 2007). Especificamente, los terminales nerviosos sensibles a frio inocuo (TNSF)
corresponden a axones de neuronas del tipo Ad y C, es decir con axones pobremente
mielinados o amielinados respectivamente (Kress y cols., 1992), tienen un maximo de actividad
entre 20 y 30°C (Dubner y cols., 1975) y son en general insensibles a estimulos mecanicos
(Hensel y Iggo, 1971).

Los TNSF han sido reportados en distintos géneros de mamiferos incluyendo roedores
(Carr y cols., 2002; Parra y cols., 2010), felinos (bade y cols., 1979) y primates (Kenshalo y

Duclax, 1977). En estos estudios se observa que, independientemente de la especie estudiada,



el comportamiento de los TNSF es consistente en cuanto a la tasa de disparo de potenciales
de accién en funcién de la temperatura, como en los patrones de la secuencia temporal en que
estos son generados (ver 2.1.1). Sin perjuicio de esto, tanto entre distintas especies, como en
distintos terminales de un mismo organismo, se observa variabilidad con respecto a los rangos
de temperatura en que ocurre la respuesta, asi como en la estructura temporal de los disparos

en rafaga.

2.1.1 Disparos de potenciales de accién en TNSF

La sensacion térmica depende tanto de la temperatura como de la variacion de ésta
(Spray, 1986). Conforme a esto, en el patron de disparos de potenciales de accion en los TNSF,
es posible distinguir dos componentes en la codificacion del estimulo térmico. Por una parte,
después de un tiempo de adaptacion a una temperatura constante el registro alcanza un patrén
de actividad caracteristico para cada temperatura, la llamada respuesta estatica, Por otra parte,
modificaciones en la temperatura provocan un cambio transitorio en el patron de actividad, lo

gue se conoce como respuesta dinamica. (Bade y cols., 1979; Braun y cols., 1980).

2.1.1.1 Respuesta estdtica

Normalmente la respuesta estatica de los TNSF consiste en el disparo de potenciales
de accion cuya frecuencia promedio y secuencia temporal varia dependiendo de la temperatura
ambiente. La frecuencia promedio de estos disparos en funcién de la temperatura muestra una
curva en forma de campana por lo que este pardmetro no puede ser una sefial univoca en la
codificacion de la temperatura (Braun y cols., 1980; Spray, 1986; Braun y cols., 1998). Si bien
la frecuencia promedio de disparos tiene una relacion relativamente simple con la temperatura,
la distribucién de los intervalos entre espigas (ISI, del inglés inter-spike interval) muestra una
gran diversidad de comportamientos a distintas temperatura (Fig. 1). Fenomenolégicamente,
estos comportamientos se pueden clasificar en cuatro tipos (Braun y cols., 1980), a saber:

Toénico regular, en donde las espigas ocurren a intervalos de tiempo regulares cuyo



periodo se encuentra entre los 100 a 300 ms dependiendo de la temperatura; Tonico irregular,
gue se caracteriza por la ausencia de uno o mas espigas dentro de una serie de disparos
regulares, lo que ocasiona un ISI multiplo del periodo regular ; Rafaga regular o disparos en
rafaga, que corresponde a uno o mas ISIs muy cortos (10 a 60 ms) seguidos de un ISl largo,
comparable al de los disparos regulares; Irregular, en donde la ocurrencia de potenciales de

accion no presenta un patron caracteristico.

10°C 15°C 20°C 30¢°C 5°C 0°C

Figura 1: Patron de respuesta estatica en TNSF.

Arriba, registros extracelulares en TNSF de la lengua de gato a distintas temperaturas. Se observa el
comportamiento tonico irregulas a 40 °C. A 35 °C se observan disparos regulares con la presencia de un
evento de disparos en rafaga. Entre 30 y 15 °C a medida que la temperatura desciende se observan
rafagas con mayor nimero de espigas y periodos entre rafagas mas largos. A 10°C el patron de disparos
se puede definir como irregular. Abajo, hipotética oscilacion subumbral del potencial de receptor,
planteada como mecanismo de generacion del patrén de disparos observado. (Figura de Braun y cols.,
(1980)).

Por lo general los TNSF muestran disparos ténico regular o irregular a temperaturas
cercanas a la temperatura basal de la piel (~34°C), estos comportamientos pueden coexistir
con disparos en rafaga, los que se hacen mas frecuentes a medida que la temperatura es
menor (~30°C). A temperaturas entre 30 y 20 °C aumenta la frecuencia de disparo, lo que se
relaciona con la mayor frecuencia de rafagas, los cuales se hacen mas abundantes en disparos
a medida que la temperatura desciende. Frente a temperaturas alin menores, llegando al rango
de frio nocivo (< 20°C), la ocurrencia de disparos en el TNSF se hace cada vez desordenada
observandose una pérdida de estructura en la distribucién de ISls, apareciendo el
comportamiento irregular (Fig. 1, 10°C). Esta diversidad de patrones regulares y su relacion

con la temperatura sugiere la presencia de un fenémeno oscilatorio subumbral, cuya frecuencia
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estaria reguladas por temperatura (Fig.1). Cada vez que esta oscilacion se encuentre por sobre
el umbral, se producirian potenciales de accién los que podrian presentarse tanto en rafagas

como aislados dependiendo de la frecuencia de la oscilacion (Braun y cols., 1980).

2.1.1.2 Respuesta dinamica

Variaciones de la temperatura del orden de 0.1 °C/s y mayores provocan la llamada
respuesta dinamica de los termoreceptores de frio (Braun y cols., 1980; Carr y cols., 2003;
Gallar y cols., 2003) la cual se caracteriza por un abrupto aumento de la frecuencia de disparo
frente a descensos de temperatura (mayor a un 100% con respecto a la frecuencia de disparo
estatica), o al contrario, un silenciamiento casi absoluto de la terminacién nerviosa frente a
aumentos repentinos de temperatura. Los patrones temporales de la respuesta dindmica al
enfriamiento de los termoreceptores de frio ha sido bien descritos (Braun y cols., 1980; Carr y
cols., 2003) y de ellos se desprende que durante esta respuesta no se modifican drasticamente
sus propiedades oscilatorias y que el aumento transitorio en la frecuencia de disparos es
debido a la aparicion de rafagas, los que presentan al menos dos grupos de ISls (periodo de
tiempo entre dos espigas consecutivas), cortos y largos.

Tanto la respuesta estatica como la dindmica involucran cambios dependientes de
temperatura en la dindmica del potencial de membrana de los TNSF. AlUn no resultan
completamente claros los mecanismos por los cuales la temperatura influencia el patrén de
disparos en TNSF, pero ciertamente involucra cambios en la actividad de los distintos canales

de iones presentes en ellos.

2.1.2 Corrientes idnicas en TNSF

Experimentalmente no ha sido posible estudiar directamente las corrientes presentes el
las TNSF debido a su pequefio tamafio, lo que impide realizar registros intracelulares o de
patch-clamp. Por lo tanto, la informacion acerca de las corrientes que originan los patrones de

disparos en TNSF solo proceden de registros extracelulares, estudios farmacoldgicos y de



registros en neuronas somatosensoriales primarias sensibles a temperatura presentes en
cultivos primarios de ganglios sensoriales.

Estos estudios muestran la presencia de distintas corrientes en las neuronas sensibles
a frio, que de una forma u otra influyen en el patrén su patrén de disparo. Esta diversidad de
canales hace suponer que la transduccion del frio inocuo no depende de especie molecular en
especifico, sino méas bien de la expresion de diferentes canales de iones en una combinacién
gue favorece la aparicién de patrones oscilatorios dependientes de temperatura (Viana y cols.,
2002; Thut y cols., 2003; Madrid y cols., 2006).

Ademés de reportarse la presencia de distintas corrientes de sodio (Brock y cols.,
1998; Brock y cols., 2001; Herzog y cols., 2001), potasio (Viana y cols., 2002; Thut y cols.,
2003; Brock y cols., 2006; Madrid y cols., 2009) y calcio (Schafer y cols., 2001) responsables
de la iniciacion del potencial de accion y eventualmente de la oscilacion subumbral, se ha
descrito la presencia de corriente activada por hiperpolarizacion, la corriente de fuga sensible a
temperatura y la corriente cationica inespecifica debida al canal TRPM8.

Los canales HCN1 y HCN2 (responsables de Ila corriente activada por
hiperpolarizacién) han mostrado tener una influencia sobre los patrones de diparo de las TNSF
(Orio y cols., 2012), probablemente influenciando las propiedades oscilatorias del potencial de
membrana (Orio y cols., 2009; Orio y cols., 2012).

La corriente de fuga sensible a temperatura es debida a la presencia de los canales
TREK-1 y TRAAK, los cuales corresponden a canales de potasio activos a potencial de reposo
que se cierran al disminuir la temperatura (Maingret y cols., 2000; Kang y cols., 2005). Su
relacién con la percepcién de frio inocuo ha sido comprobada al observar un déficit de la
percepcion del frio en ratones knockout en un doble knockout TREK-1/TRAAK (Noel y cols.,
2009).

El canal de iones TRPM8 es un canal catiénico no selectivo activado por voltaje, que
aumenta su probabilidad de apertura al disminuir la temperatura (McKemy y cols., 2002; Peier y

cols., 2002; Brauchi y cols., 2004; Voets y cols., 2004). Es sugerente que este canal sea



activado también por mentol, un compuesto que se asociada de manera natural a la sensacion
de frio. Por otra parte, TRPM8 corresponde a un canal con fuerte dependencia de voltaje,
temperatura (Brauchi y cols., 2004; Voets y cols., 2004) y segundos mensajeros dependientes
de calcio (Daniels y cols., 2009). Ademas, su relacién con la percepcion de frio inocuo ha sido
comprobada al observar un déficit de la percepcién del frio en ratones knockout del canal
TRPMS8 (Bautista y cols., 2007; Colburn y cols., 2007; Dhaka y cols., 2007). Ademas, los TNSF
en estos ratones mutantes no presentan actividad espontanea a temperatura ambiente, la que
si es observada en ratones wild-type (Parra y cols., 2010).

Es interesante la relacion que muestra el canal TRPM8 con el ion calcio. Por una parte
el canal presenta permeabilidad a calcio, por lo que una apertura del canal induce la entrada de
calcio al interior de la célula (Pedersen y cols., 2005). Por otra parte el canal muestra una
desensibilizacién dependiente de calcio, en la cual el calcio activa la enzima Fosfolipasa C
(PLC) disminuyendo los niveles de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), lo cual finalmente
disminuye la activacion del canal (Daniels y cols., 2009; Rohacs y cols., 2005).

Estos antecedentes indican la presencia de un proceso de retroalimentacion negativa
en la actividad del canal TRPM8. Este proceso, dependiente de calcio, ademas de su fuerte
regulaciéon por temperatura, nos hace considerar a TRPM8 como un elemento importante al

desarrollar un modelo matematico de TNSF.

2.1.3 Geometria de los TNSF

Los TNSF morfol6gicamente corresponden a neuronas pseudounipolares, con el soma
alojado en los ganglios raquideos o trigémino y presentado proyecciones axonales al SNC y a
tejidos periféricos como piel y cérnea. La informacion sensorial que envian estas neuronas al
SNC comprende dos procesos distintos, la transduccion del estimulo, entendida como la
perturbacion del potencial de membrana provocada por el estimulo y la codificacion del
estimulo que corresponde a la generacién de un patron de potenciales de accién que

finalmente llegaran al SNC.



En las fibras del tipo Ad se cree que el potencial de accion se origina en el primer nodo
de Ranvier en donde se encuentra una alta densidad de canales de sodio sensibles a voltaje
(Moller, 2002). El fenébmeno de transduccién ocurriria entonces en la porcién desnuda del
terminal, espacialmente separado del proceso de generacidn de potenciales de accion.

También surgiere una separacién espacial de los procesos de transduccién y
codificacion el trabajo de Carr y cols., (2009), en donde mediante analisis de colisiébn en TNSF
de cornea de cobayo se pudo observar que el sitio de transduccién y el sitio de codificacion son
distintos y ademas, el punto en donde se genera el potencial de accién varia dependiendo de la
temperatura.

La morfologia observada en los TNSF (Carr y cols., 2009; Parra y cols,, 2010) incluye
ramificaciones y protuberancias en al tejido periférico que inervan. No es simple modelar esta
compleja morfologia, sin embargo, a efecto de considerar la geometria neuronal de TNSF en
un modelo matematico, un primer paso evidente es el de separar los compartimentos de

transduccion y codificacién del estimulo térmico.

2.2 Modelos matematicos de TNSF

Puesto que los terminales nerviosos sensibles a frio no reciben estimulos sinapticos
desde otras neuronas, su dindmica de voltaje (fluctuacion de potencial de membrana) se puede
modelar independiente de la actividad de otras neuronas, esto es, considerando solamente los
canales de iones presentes en su membrana. Como se dijo anteriormente, la dinamica de
voltaje en TNSF no ha podido ser registrada directamente, pero si los disparos de potenciales

de accion, cuyo patron sugiere fuertemente la presencia de oscilaciones subumbral (Fig. 1)

2.2.1 Oscilaciones subumbral y el modelo de Huber y Braun
Sobre la base de conductancias sensibles a voltage, se han descrito modelos
matematicos que reproducen la oscilacion subumbral y los potenciales de accién en rafaga

(Plant, 1981; Braun y cols., 1998; Lonting y Hinzer, 1996). Su uso ha permitido reproducir y



estudiar las propiedades y caracteristicas de estas oscilaciones. En el caso de las TNSF el
modelo mejor estudiado es el propuesto por Braun y cols., (1998) (Fig. 2), el cual se basa en
conductancias de membrana comparables con canales de iones reales y cuenta con la ventaja
de ser lo suficientemente simple como para poder ser estudiado mediante algunas

aproximaciones analiticas (Feudel y cols., 2000; Braun y cols., 2003; Sosnhovtseva y cols.,

2004).
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Figura 2: Circuito equivalente del modelo de Huber y Braun y su patron de respuesta
estatica.

Ariiba, circuito equivalente del modelo de Huber y Braun. Abajo (A) Frecuencia de disparo de potenciales
de accion en funcion de la temperatura, se observa que la frecuencia se mantiene relativamente estable
en un amplio rango de temperatura, sin embargo el tiempo entre ISI's (B) se ve modificado de modo
similar a la respuesta estatica experimental descrita en el texto. (C) corresponde al nimero de disparos
por réfaga, los que aumentan a medida que la temperatura desciende.

Basicamente, el modelo Huber y Braun (Fig. 2) consiste en la interaccion de dos pares
de conductancias con constantes de activacion en distinto orden de magnitud (lenta y rapida).

Cada par consiste en una conductancia despolarizante (corriente de entrada) y una



repolarizante (corriente de salida). Las conductancias lentas permiten reproducir la oscilacion
subumbral, mientras que las conductancias rapidas dan cuenta de la generacion de potenciales
de accidn en una forma similar a la planteada en el modelo de Hodking y Huxley (Hodgkin y
Huxley, 1952). La dependencia de temperatura se logra al incluir un factor de ajuste por
temperatura en la cinética de las conductancias (Q10=3). Con esto se modula la oscilacion
lenta, de manera tal que a temperaturas bajas el periodo de la oscilacion lenta se alargue,
manteniéndose mas tiempo sobre el umbral y generando la aparicién de rafagas.

Si bien este modelo reproduce cabalmente el patron de disparo de la respuesta
estatica, al ser sometido a simulaciones en donde la temperatura varia, su comportamiento
dista mucho de las observaciones experimentales (Fig. 3). Al contrario de lo observado
experimentalmente, el modelo se comporta de modo casi simétrico ante descensos y ascensos
de temperatura. Entre las posibles causas por la que el modelo de Huber y Braun no logra
reproducir la respuesta dinamica, esta el hecho de que este modelo soélo considera
conductancias con actividades dependientes exclusivamente de voltaje y no considera
conductancias que dependan explicitamente de temperatura como TRPM8 y TREK-1. Otro
factor que podria influir en la respuesta dinamica es la geometria particular de los TNSF, la cual
no corresponde a un compartimento isopotencial como supone este modelo, sino mas bien a

un cilindro delgado con conductancias distribuidas en forma heterogénea.

2.2.2 Modelos de dos compartimentos

En casos en que las propiedades de una neurona no puedan se explicadas por un soélo
circuito equivalente, es necesario considerar modelos en compartimentos (D'Angelo y cols.,
2012). En estos modelos, distintos sectores de la neurona son modelados como un circuito
equivalente y se conectan entre si mediante una resistencia axial. La cantidad de
compartimentos puede ser de miles para modelos neuronales realistas (Achard y De Shutter,
2006), o s6lo de dos compartimentos para el caso simplificado que considera un sitio de

transduccion y un sitio de codificacion (Huber y cols., 2000).



o
Sl A Yol
ﬁzo

Registro experimental

= Modelo HB

T
~
Sy
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Time [s]
06 . ) - C
w . . . . . e
— LR DY
o Y SO
. '-." 3 :-‘..'-. . ‘:.:. . :. _.,._':':-,' -'.
S g
T T T T ‘ T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Time [s]
06 D
.'"--
— 04 . S
~ 02 S
A T R el
'-:.o'c:;.:’.*bw ’

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
M~ T2

Figura 3: Respuesta dinamica de TNSF y el comportamiento del modelo de Huber y
Braun ante el mismo protocolo de estimulacion por cambio de temperatura.

(A) Protocolo de temperatura, (B) frecuencia de disparos obtenido del registro experimental (gentileza Dr.
Rodolfo Madrid) y del modelo de Huber y Braun. (C) Intervalos entre disparos sucesivos (ISI's) registrados
en TNSF de cérnea de raton y (D) reproducidos por el modelo de Huber y Braun. Se aprecia que el fuerte
aumento en la frecuencia de disparo en el terminal ante el descenso de la temperatura, asi como el

silenciamiento al aumento de la temperatura no son reproducidos por el modelo de Huber y Braun.
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2.2.3 Parametros libres y estrategias de ajuste

Los modelos basados en conductancias contienen mdultiples parametros, algunos de
los cuales pueden ser estimados directamente a través de registros experimentales. Sin
embargo, a pesar de los adelantos en la capacidad técnica experimental no es posible
obtenerlos todos. Para dar un valor numérico a estas cantidades fisioldgicas, tradicionalmente
se utilizé ajuste manual de parametros por parte de un modelador altamente entrenado en el
funcionamiento del modelo y con intuicion acerca de los efectos de las distintas conductancias
en la dinamica neuronal. Sin embargo la técnica de ajuste manual puede resultar “tediosa,
frustrante e intelectualmente insatisfactoria” (Marder y cols., 2007).

Con las mejoras actuales en las maquinas de coémputo, se hace posible la utilizacién de
ajustes automaticos de parametros. El ajuste del modelo se transforma entonces en un
problema de optimizacién matematico en el que se buscan puntos en el espacio de pardmetros
que minimizan una funcién dada. Esta funcién a minimizar corresponde a una evaluacion de
similitud entre el comportamiento del modelo y el comportamiento del fendmeno modelado.

Se han realizado ajustes automaticos de pardmetros en mdltiples tipos neuronales y
con diversas metodologias de optimizacién (Achard y De Shutter, 2006; Druckmann y cols.
2007, Svensson y cols., 2012). De estos trabajos se desprende que para modelos neuronales
con un gran namero de parametros libres y de dindmicas complejas, las estrategias evolutivas
de optimizacion realizan una buena blsqueda en el espacio de parametros. El éxito de la
optimizaciéon depende en gran medida de la eleccién de una adecuada funcién de distancia, la
gue resume en una férmula matematica la apreciacion cualitativa que el experimentador
efectla durante un ajuste manual.

Un factor comin en estos trabajos, es que corresponden a ajustes de modelos de
neuronas de las cuales se cuenta con registros directos de la dindmica de voltaje (Achard y De
Shutter 2006; Druckmann y cols., 2007; Lepora y cols., 2012, entre otros). El disponer de la
dinamica de voltaje permite una gran variedad de funciones de distancia, que pueden

considerar caracteristicas del registro como la forma del potencial de accion, potencial de
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reposo, o la distancia punto a punto del registro o del diagrama de fase V v/s dV/dt (Van Geit y
cols., 2008). Pocos ajustes estan pensados para trenes de potenciales de accion (Jovilet y
cols., 2008; Rossant y cols., 2011), que es la Unica informacion disponible en el caso de
registros extracelulares. Algunos de los métodos para evaluar similitud entre trenes de espigas
de potenciales de accién pueden ser revisados en Lyttle y Fellous, (2011), trabajo en el cual se
compara el desempefio de las medidas mayormente usadas para evaluar similitud entre trenes
de espigas con dos medidas propuestas por los autores y que se basan en la correlaciéon que
presentas los ISIs de ambos trenes. Estas medidas son propuestas a fin de dar importancia a
fendmenos como disparos en rafaga y periodos de silencio.

Sobre la base del modelo propuesto por Huber y Braun (Braun y cols., 1998 ) y
considerando las caracteristicas del canal TRPM8 (activacién dependiente de temperatura y de
mecanismos dependientes de calcio), nos proponemos generar y ajustar un modelo que
reproduzca las respuestas estatica y dinamica de los TNSF. Para esto utilizaremos las

herramientas matematicas de ajuste de modelos matematicos descritas anteriormente.
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23 Hipétesis
La presencia del canal TRPM8 en un modelo matematico basado en conductancias permite
reproducir las respuesta dinamica y estatica de las neuronas termoreceptoras sensibles a frio

inocuo.

2.3.1 Objetivo general
Construir y probar un modelo matematico de TNSF que incluya la conductancia del canal

TRPM8 y que presente la respuestas estatica y dinamica de los TNSF.

2.3.2 Objetivos especificos
® Formalizar matematicamente dos modelos de TNSF de uno y dos compartimentos,
incluyendo la dinamica frente a temperatura y voltaje de la conductancia del canal

TRPM8, ademas de su adaptacion dependiente de calcio.

® Someter los modelos a un ajuste de parametros automatico mediante estrategias de

optimizacién evolutiva.

® FEvaluar la respuesta de los modelos alimentados con las combinaciones de

parametros obtenidos del protocolo de ajuste.

® Evaluar la capacidad de los modelos ajustados en cuanto a la reproduccién de la
frecuencia de disparo observados en ratones mutantes con déficit de expresion del

canal TRPMS.
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3 METODOS

El objetivo de este trabajo es construir un modelo de TNSF que describa sus
principales caracteristicas observables. Para ello utilizamos un set de registros experimentales
de TNSF, que representan cualitativamente el comportamiento de los TNSF. El modelo se basa
en modelos matematicos de conductancias idnicas presentes en los TNSF previamente
utilizados en el modelo de Huber y Braun. Se utiliza también un modelo matematico de la
conductancia del canal TRPMS8, que, hasta donde sabemos, no se ha utilizado anteriormente
en modelos mateméticos de excitabilidad de membranas. Estas conductancias se insertaron en
modelos de membrana homogénea (modelo de un compartimento) y discontinua (modelo de
dos compartimentos) (Fig. 4).

Los modelos planteados contienen un conjunto de parametros no cuantificables
experimentalmente, cuyo valor se buscé a través de un algoritmo de optimizacion evolutiva. El
objetivo de la optimizacidn es encontrar conjuntos de valores de los parametros, con los cuales
el modelo reproduzca el comportamiento eléctrico de los TNSF. Para ello es necesario fijar

criterios de semejanza, con los cuales optimizar y validar el comportamiento del modelo.
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3.1 Registros experimentales

Se utilizaron registros extracelulares de terminales unitarios, obtenidos de terminales
nerviosos sensibles a frio de cérneas de ratdn (ver Parra y cols., 2010). Inicialmente los TNSF
se identifican porque presentan actividad espontanea a temperatura fisiol6gica (34°C). Se
confirma que se esta en presencia de un TNSF, en la medida de que se observa un aumento
en la frecuencia de disparo ante una disminucién en la temperatura o la exposiciéon a mentol.

Cada registro presenta una serie de cambios de temperatura, de los cuales se decidi6
utilizar un breve pulso de cambio de temperatura que representa de buena manera la

respuesta dinamica de los TNSF (ver por ejemplo Fig. 6, seccion resultados).

Extracellular

gLea« g:l g' g:' g::l g_RPk‘S

Noise

lEea-\ E:I | Ef | E" E:I E'RPL-'S
¢

Intracellular

Extracellular

Yreus d. ak_C g,
Ch
MNoise -1

T T ;—E T.. | =T T¢

®
Intracellular Intracellular
Transduction compartiment Coding compartiment

Figura 4: Circuitos equivalentes de los modelos propuestos.

Arriba, Circuito equivalente del modelo de un compartimento. Abajo, circuito equivalente del modelo de
dos compartimento, en el que se distingue un compartimento de transduccion del estimulo térmico, y un

compartimento de codificacion en que se generan los potenciales de accion.
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3.2 Modelo de un compartimento
La dinamica del potencial de membrana se define en la ecuacioén 1

dv (1]

CmE:_Id_Ir_Isd_Isr_IIeak_ITRPM8+In

donde C,, es la capacidad de la membrana, V el voltaje de membrana, /s € Is4 corresponden a
corrientes despolarizantes rapida y lenta, I, e I, corrientes repolarizantes rapida y lenta, lea
corresponde a una corriente de fuga y I, corresponde a un componente de ruido, el cual
representa las perturbaciones aleatorias intrinsecas a la dinamica neuronal entre las que se
encuentra la naturaleza estocastica de la apertura y cierre de los canales de iones. Estas
corrientes han sido previamente utilizadas en el modelo de Huber y Braun y con algunas
diferencias en cuanto a la formalizacién de las corrientes, en el modelo de disparos en rafaga
de Plant, (1981). Finalmente, nuestro modelo también considera la corriente sensible a frio
dependiente del canal TRPM8 ( Irrpus ).

Las corrientes Iq € I, se definen por:

Ii:giai(V_Ei) i=ld,r| [2]
donde g; corresponde a la conductancia maxima de cada corriente, E; a el potencial de
reversion y a; la variable de activacion de la corriente, entendida también como la fraccién de
canales de iones abiertos.
Para la corriente I, (canales de sodio rapidos), la cinética de activacion ay se considera
instantanea, es decir:

a,=d = (1+e(fsd*(vf‘/2)>)71 (3]

La activacion de la corriente /. se definen en funcién del tiempo y voltaje como

da, (af—a, [4]
dt Tr

y
a:o — (1+e(75,*(vaf))>71 [5]
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La dinamica de activacion de la corriente /sy, se describe como

(6]

o0

asd B asd

day _ (04—dy
tsd

donde ¢ corresponde a un factor de ajuste por temperatura que considera cambios en la tasa

de adaptacion al estado estacionario.
a:’d — <1+e(755d*(vivsd)))71 [7]

La dinamica de activacion de la corriente I, modela el comportamiento de canales de
potasio activados por calcio, en que la entrada de calcio se supone proporcional a la corriente
Isq.

dasr _ (_nIsd_Kasr) [8]
a7 Tor

Las corrientes Isq € I incluyen un factor de ajuste por temperatura p que da cuenta del
cambio en la velocidad del flujo i6nico.

Isd:pgsd gy (V_Ed) [9]
a [10]

Isrngsr(V—Er)m

El ajuste de la activacion as por una funcién de Hill responde al hecho de que la
formalizacion matemética de la ecuacion 8 no restringe la activacion a valores dentro del rango
[0,1]. Este ajuste esta presente en el modelo de Plant, (1981), sin embargo no se considera en
el modelo de Huber y Braun.

Los factores de ajuste por temperatura para la activacion (¢) y para la conductancia (p)

toman valores que dan cuenta de los efectos tipicos de la temperatura sobre corrientes idnicas

(Hille, 2001).
p=13 (T—T,)/10 [11]
y
o= 3(T=T;)10 [12]
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La corriente de fuga /ea Se define como

Ileak:gleak (V_Eleak) [13]

donde g corresponde a la conductancia y Eea al potencial de reversion de la corriente.
Para la corriente debida al canal TRPM8 se consideré por una parte un flujo de
corriente cationico inespecifico y por otra parte el flujo de corriente del i6n calcio. En estas

condiciones la corriente Itrems S€ define como

Irgrprmg = Grrems Arrems [p (V - ECa) + (1 _p)(V_ETRPMB)] [14]

donde grreus cOrresponde a la conductancia maxima, p a la fraccion de calcio permeando a
través de canal TRPMS8, E., al potencial de reversion del ion calcio el cual es calculado a cada
momento de acuerdo a la ecuacidon de Nernst, Ewews al potencial de reversién catidnico

inespecifico y arrems a la activacion del canal TRPMS8 (ver seccion siguiente).

3.2.1 Activacion del canal TRPMS.

Para modelar la activacidon dependiente de voltaje y temperature del canal TRPMS8, se
utilizé como base el modelo de dos estados propuesto por Voets y cols., (2004; 2007). Aunque
este modelo no logra explicar datos experimentales como la apertura por ligando independiente
de voltaje (Matta y Ahern, 2007), si logra reproducir satisfactoriamente la activacion de TRPM8
dentro de los rangos fisiologicos de voltaje y temperatura. Dada su mayor simplicidad se utilizo
en una primera aproximacion este modelo y no el modelo alostérico propuesto por Brauchi y
cols., (2004).

En el modelo de dos estados la activacién del canal TRPM8 corresponde a la siguiente
ecuacion

- [15]

—E (V_Vuz))

1+exp RT

Adrrpvms —

donde z corresponde a la cantidad de cargas elementales transportadas durante la apertura o
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cierre del canal, F la constante de Faraday, R la constante de gases ideales, T la temperatura

en grados Kelvin y Vi, es una funcién de la diferencia de energia libre (AG) entre el estado
abierto y cerrado del canal.
V., =AG/(zF)=(AH-TAS)/(zF) [16]

Experimentalmente se han determinado los componentes entalpicos (4H) y entrépicos
(4AS) de la energia libre asociada (Brauchi y cols., 2004; Voets y cols., 2004). z y F mantienen
la definicion de la ecuacion 15.

La dinamica de activacion de TRPM8 se considerara instantanea, ya que, su constante
de activacion en rangos fisiolégicos de temperatura y voltaje es tan rapida (~ 0.1 ms), como la
de los canales de sodio rapidos, cuya cinética también es considerada instantanea.

En nuestra descripcion del canal TRPM8 incluimos la regulacién por calcio via
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Rohacs y cols., 2004) como principal componente de adaptacion.
De acuerdo a Daniels y cols., (2009), la activacion de TRPM8 es regulada por calcio
modificando directamente el valor de Vi, de la ecuacion 15. En nuestro modelo, esta influencia
gueda descrita por

Via=Vip+8V [17]
donde V., corresponde al valor estimado en Voets y cols., (2004) y JV a la influencia del calcio
sobre V..

La cinética de dV no es necesariamente instantanea, puesto que representa procesos

moleculares intracelulares con dindmicas temporales lentas en comparacion a la dinamica de

los canales ionicos. Por lo tanto su dinamica se model6é de acuerdo a una ecuacioén diferencial

ordinaria en la que dV se adapta a un valor estacionario V. con una tasa de adaptacion ts.

d(dV) 8V, —dV [19]
d Ty

El valor estacionario de la influencia de calcio sobre Vi, se consider6 como una

funcion sigmoidea dependiente de calcio
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_ [Ca™] [18]
SV, = 0V pint (OV e — OV i) % m
donde dVnax €s la maxima inhibicion de TRPM8 debida a calcio, dVi» es la influencia del calcio
basal y Ky parametro de la dependencia de concentracion de calcio.

Para la dinamica de calcio intracelular se utilizé la formalizacién propuesta en Shutter,
(2009), la cual considera so6lo una fuente de ingreso de calcio, asi como un solo proceso de
extrusion. En nuestro modelo consideramos que el ingreso de calcio al terminal corresponde

flujo de corriente del i6n calcio de la corriente Imrems. (ecuacion 14). En estas condiciones, la

dinamica de calcio puede ser descrita por la siguiente ecuacion:

d[Ca+2]_ 9JrrPMS aTRPMB(V_ECa) _i([caﬂ]_[can]w) [20]

a P oF d T,

en donde F la constante de Faraday, d el didmetro del terminal, 7. es la constante de velocidad

de esta dindmica y [Ca*?].la concentracion de calcio basal.

3.3 Modelo de dos compartimentos.

A fin de considerar en el modelo la segregacion espacial de las conductancias de
transduccion y codificacion, se analizé un modelo de dos compartimentos similar al propuesto
en Huber y cols., (2000). EI modelo se compone de dos compartimentos eléctricamente
acoplados que representan los sitios de transduccién y codificacion (T, C). Las dinamicas de

voltaje en estos compartimentos se definen por

dv, [21]
Cm dt :_Isd_Isr_Ileak_ITRPMB_gc(VT_VC)+gn

dv, [22]
CmTZ_Id_Ir_Ileak_gc(VC_VT)

en donde Vry V¢ corresponden al voltaje de membrana en los compartimento de transduccién
y codificacion respectivamente, g. corresponde a la conductancia entre compartimentos. Las

demds expresiones mantienen las definiciones hechas para el modelo de un compartimento.
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Parametro Valor Ecuacion [Parametro Valor Ecuacidn
Cn 1 mFlcm? 1 K, 11— 10
Eq 50 mv 2 To 298 K 1
E, 70 mv 2 p 14
S d 0.25 mv-t 3 E TRPMB 0 mv 14
" 25  mv 3 z 082 - 15
T, 2 ms 4 F 96490  C/mol 15
S, 025 mvi 5 R 8.3144  J /(mol °K) 15
V5 25  mv 5 AH 157.3  kJ/mol 16
T 10 ms 6 AS 0,558  kJ/mol 16
S 4 01 mvt 7 8 Vo, 120 mv 19
Vi 40 mv 7 DN 100 mv 19
n 12 cm?/mA 8 Ky 0,005 mM 19
K 0.17 B d i mm 20
Bs 24 ms 8 [Ca™], 5%10°  mM 20

Tabla I: Lista de parametros fijos del modelo propuesto.

Parametro, valor, unidad y ecuacién en la cual se utiliza el parametro. La descripcion de cada parametro
puede encontrarse en le texto anexo a la ecuacion correspondiente. Estos parametros provienen del
modelo previo de Huber y Braun (Cy, Eq, E;, Sa, V°, T, S, V°, Tsg, Ssa, Vosa, 1, K, Tsa, Ks, T°), del modelo de
TRPMB8 propuesto en Voets y cols., (2004) (Errems, Z, AH, AS), corresponden a constantes fisicas (F, R) o

bien, se fijaron luego de ajustes manuales del modelo (Vmin, Nmax, Ka, d, [Ca*?]«, p).

3.4 Simulaciones.

Los modelos se implementaron en el software de distribucion libore NEURON

(www.neuron.yale.edu). Las ecuaciones de cada conductancia del modelo se incorporan en

un archivo .mod, el cual es compilado junto a las demas conductancias y pueden ser insertadas
tanto en los modelos de uno, como de dos compartimentos. Para ejecutar las simulaciones se
utilizé una interfaz con Python (www.python,org) que nos permite controlar tanto los parametros
del modelo, como el protocolo de de temperatura. Esta interfaz también nos permite detectar
los potenciales de accion ocurridos durante la simulacion, obteniendo como resultado un tren
de disparos, que corresponde a un vector que contiene el tiempo de en que se produjo cada

uno de los potenciales de accidn generados durante la simulacion.
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Para el andlisis de la respuesta en funcion de la combinacién de parametros se
implementaron rutinas en el software Scilab (www.scilab.org) que nos permiten extraer del tren
de disparos indices relevantes para la evaluacion de la respuesta, como la frecuencia de

disparos e ISls.

3.5 Ajuste del modelo.

Dentro de los parametros del modelo propuesto fue posible asignar valores a los
parametros presentados en la Tabla I. Por otra parte, se observo en ajustes manuales previos,
gue las maximas conductancias rapidas de sodio y de potasio (gs y g:) que permiten al modelo
generar potenciales de accion, muestran una dependencia lineal. Esta relacion nos permite
comprimir ambos parametros libres en sélo uno, al relacionarlos con la siguiente ecuacion:

g9,=0.09¢,+0.001 [23]

En estas condiciones el nimero de parametros libres se reduce al presentado en la
tabla Il, generando un espacio multidimensional acotado, cuyos limites se escogieron
respetando criterios fisiolégicamente razonables. Para buscar zonas de este espacio en las
cuales el modelo reproduzca los datos experimentales, se utilizé un algoritmo de optimizacion
evolutivo (Druckmann y cols., 2007; Bahl y cols., 2012) implementado en Python y disponible

para uso libre en http://projects.g-node.org/emoo/.

Los algoritmos de optimizacion evolutiva se inspiran en el paradigma de seleccion
natural de las poblaciones biolégicas. La idea detrds de ellos es simular una evoluciéon
filogenética en que la “poblacidon” corresponde a un conjunto de puntos en el espacio de
parametros o “individuos”. A través de sucesivas iteraciones del algoritmo, la poblacién cambia
con procesos matematicos que semejan la ocurrencia de procesos de mutacion vy
recombinacidn genética (crossing-over) en poblaciones biolégicas. La seleccion natural opera
sobre los individuos de la poblaciéon en cuanto a su probabilidad de dejar descendencia, para

esto se utiliza un criterio de evaluacion definido por una funcién de aptitud (en inglés: fitness).
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Un compartimento Dos compartimentos
Parametro Rango Parametro Rango
9 rrpme 0,4 1 Slcm?® 9 rrems 0,4 1 Sicm?
9 Leak 0,05 0,2 Sicm? 9 Leakt 0,05 0,2 Sicm?®
9 0.1 0,5 Slcm? O Leakc 0,05 0,2 Sicm?
9 0.1 0,5 Slcm? L 0.1 0.5 sicm?
94 0,5 5 slcm? 9 0,1 0,5 slcm?
E Leak -90 -60 mv 94 0,5 5 Sicm?
Tav 3 100 5 9 pvial 0,01 1 Slcm?
T cacio 0,5 50 5 E Leak -90 -60 mvy
Tsv 3 100 s
T Calcio 0,5 50 s

Tabla Il: Espacio de busqueda del Algoritmo evolutivo.

Rangos de blsqueda utilizados para la optimizacién de modelo. Se utilizaron 8 parametros libres para el
modelo de 1 compartimento (izquierda) y 10 parametros libres para el modelo de 2 compartimentos
(derecha)

En la primera iteracion del algoritmo se forma una poblacién inicial con parametros
elegidos aleatoriamente dentro del espacio de busqueda. En las sucesivas iteraciones, la
poblacién es sometida a tres procesos que originan una nueva poblacion. El proceso se repite
hasta alcanzar un criterio de término, que en nuestro caso consisti6 en un namero fijo de
iteraciones que garantiza la convergencia de la poblacion a un conjunto homogéneo en cuanto
al comportamiento que entregan al modelo.

A continuacién se describen las etapas que utiliza el algoritmo en cada iteracion.

Etapa de simulacién: En esta fase se simula el modelo alimentandolo con cada una
de las combinaciones de pardmetros de la poblacion. El protocolo de temperatura con que se
realiza la simulacion proviene de un registro experimental de prueba. Tanto el tren de disparos
obtenido en el registro de prueba como el producido durante la simulacién son utilizados en la

siguiente etapa para calcular la aptitud de cada individuo.
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Etapa de estimacion de aptitud: En esta fase se extrae un indice de semejanza del
comportamiento de los individuos de la poblacion con respecto a los datos experimentales del
registro de prueba. En la medida de que esta medida sea menor, se considera que el individuo
evaludo presenta mayor aptitud

Para todos las implementaciones de ajuste de modelos neuronales mediante
algoritmos evolutivos encontrados en nuestra revision bibliogréfica, se utiliza para la etapa de
estimacion de aptitud dinamica de voltaje de registros experimentales (Achard y cols., 2006;
Druckmann y cols., 2007; Rossant y cols., 2011). Desgraciadamente, como se indico
anteriormente, no se dispone hasta el momento de registros intracelulares de TNSF, por lo que
fue necesario utilizar indices de semejanza basados en trenes de disparos.

Matematicamente un tren de disparos se define como una serie de funciones delta

S(t)zzé(t—ti) [24]
donde {t} ;- .» corresponde al tiempo en que se produjo cada disparo y M el nUmero total de
disparos en el registro.

Se dispone de varios métodos para evaluar la similitud entre trenes de disparos (Kreuz
y cols., 2007; Du y cols., 2009; Lyttle y Fellous, 2011). Luego de algunos ajustes preliminares
en que se usaron distancias basadas en frecuencia de disparos y distribucion de ISls, se
encontré que los mejores ajustes se obtuvieron utilizando una métrica de convolucién (Lyttle y
Fellous, 2011) y que fue la métrica utilizada en este trabajo.

Coloquialmente hablando, un tren de disparos se puede considerar como puntos
aislados en una recta que representa el tiempo. La convoluciéon corresponde entonces a
difuminar cada uno de estos puntos generando una funcién suavizada del tren de disparos. En
este trabajo se utilizd un kernel tipo Blackman con un ancho de 20s, que permite suavizar
moderadamente el tren de disparos. Tanto el Kernel como el tren de disparos se discretizaron
temporalmente utilizando un punto cada 10ms.

En la métrica de convolucion, la diferencia entre trenes de disparos se calcula como:

24



*xK—S >|<K)2 [25]

Simulacion

Distancia = f (S

Registro

donde Sgegiso COrresponde al tren de disparos del registro experimental de prueba y Ssimuiacion
corresponde al tren de disparos obtenido de la simulacién. Ambos trenes son convolucionados

con el mismo kernel K descrito anteriormente.

Etapa de generacion de la nueva poblacién:. Conociendo la aptitud de los individuos
de la poblacion precedente, se forma una poblacién parental que generara los individuos
“nuevos”. En el proceso de selecciéon de individuos se elijen parejas al azar de la poblacion
precedente y se selecciona aquel mas apto. Este proceso asegura que el mejor individuo sera
parte de la poblacion parental, y que el peor individuo sera excluido.

Posteriormente son generados los nuevos individuos a partir de la poblacién parental, a
travées de “mutacién” (pequefia perturbacién aleatoria del individuo) y “recombinacion”
(combinacion de dos individuos). En estos procesos los parametros de cada individuo son
normalizados con respecto al rango de busqueda a fin de generalizar el proceso para los
distintos 6rdenes de magnitud en que se encuentran los parametros.

El algoritmo de optimizacion utilizado considera un operador de mutacién conocido
como mutacion polinomial, en el cual cada parametro del individuo mutado se modifica por un
valor &

X; — X;+9,
en donde la magnitud de la mutacién & es calculada a partir de una variable aleatoria r;
proveniente de una distribucién uniforme entre O y 1.
1
(2:r,) ™ -1 ,Si 1r,<0.5

5, = 1
1-[2-(1=r)] ™ ,Si r= 05

El parametro 7, define la fuerza del operador de mutacion. En caso que el operador de

mutacién otorgue valores fuera del rango de busqueda, el parametro toma el valor limite mas
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cercano.

El operador de recombinacién utilizado en el algoritmo de optimizacion corresponde a
un cruce binario simulado (Deb y Agrawal, 1994). Este operador produce dos individuos nuevos
(hijos) a partiir de un par de individuos de la generacién anterior (padres). Cada parametro de

los hijos se calcula como:
1 _ 1 2
yi = 05- [(1+qu)'xi +(1_qu)'xi]
2 1 2
yi = 05 [(1_[3qi)'xi+<1+|3qi)'xi]
donde yi e y? corresponden al i-ésimo parametro de ambos hijos y x y x? son el i-ésimo

parametro de los padres. S, se calcula a partir de una variable aleatoria u; proveniente de una

distribucién uniforme entre 0 y 1 de acuerdo a:

2-u) " -1 ,Si u.<0.5

(2-u,) ;

qu = -1
[2-(1—uy)] ,Si u= 05

El pardmetro n. controla la fuerza de la mescla entre los padres. Valores altos de 1.
producen hijos con pardmetros mas cercanos a los presentados por los padres. Nuevamente,
en caso que el operador de mutacion otorgue valores fuera del rango de busqueda, el
parametro toma el valor limite mas cercano.

Los individuos asi generados pasan por las etapas de simulaciéon y estimacion de
aptitud. Finalmente los nuevos individuos y los de la generaciéon anterior son ordenados y
pasan a formar la siguiente generacién aquellos que presentan mayor aptitud. Estas
condiciones de seleccion asegura que el individuo mas apto pase a la generacion siguiente, y a
menos que aparezca un nuevo individuo de mejor aptitud, el individuo sigue formando parte de

la poblacion sin variacion en sus parametros.

Se realizaron 160 busquedas independientes con 48 generaciones y poblaciones

consistentes en 48 individuos. Los pardmetros de mutacién y recombinacion del algoritmo de
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optimizacion se fijaron en n, = 1, . = 10. En estas condiciones se comprobé que el algoritmo
alcanza una convergencia de la poblacién (datos no mostrados).

Posteriormente, se evalué de forma visual el mejor individuo de la Ultima generacion de
cada una de las 160 busquedas (ej: Figs. De la 8 a la 15). De esta blusqueda se encontraron
conjuntos de parametros que confieren al modelo la capacidad de responder dinamicamente a
cambios de temperatura y que ademas, presenten el patron de disparo caracteristico de los
terminales nerviosos sensibles a frio frente a temperaturas fijas (respuesta estatica).

Se utilizaron criterios fenomenoldgicos para considerar las respuestas estatica y
dinamica En el caso de la respuesta estatica se busco la presencia de disparos regulares a
temperaturas cercanas a 34°C con la aparicion de rafaga a temperaturas menores aumentando
el nimero de disparos en cada rafaga a medida que la temperatura es menor. Para evaluar
esto, se sometio cada solucion del modelo a una rampa lenta de temperatura (de 15 a 35 °C
con una tasa de variacion de 0,05°C/s).

Para evaluar la respuesta dinamica, el criterio utilizado corresponde a la presencia de
un aumento a mas del doble en la frecuencia de disparo cuando la temperatura disminuye
bruscamente, ademéas de un silenciamiento del terminal durante el aumento brusco en la
temperatura, para esto se simuld el modelo a un pulso de descenso y posterior aumento en la

temperatura.
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4 RESULTADOS

Como se describid en la seccion de Métodos, construimos dos modelos matematicos
(de uno y dos compartimentos), con la intencién de reproducir tanto la respuesta estatica como
la dindmicas de los TNSF. Los modelos propuestos contienen una serie de parametros
fisiolégicos, algunos de los cuales fueron fijados o bien porque sus valores provienen del
modelo de Huber y Braun (Braun y cols., 1998) o de modelo del canal TRPM8 propuesto por
Voets y cols., (2004), o bien porque sus valores se desprendieron de manipulaciones
preliminares del modelo. Los restantes parametros fueron ajustados mediante un algoritmo de
optimizacién evolutiva, método que es intrinsecamente aleatorio.

La naturaleza aleatoria del método de optimizacion elegido, implica que optimizaciones
independientes pueden entregar soluciones distintas. Es asi que al realizar 160 optimizaciones
independientes para cada modelo, obtuvimos como resultado un conjunto de 160
combinaciones de parametros distintas que minimizan la funcién de distancia utilizada.

Al observar el comportamiento de los modelos, se encuentra que ciertas conbinaciones
de parametros pueden reproducir las respuestas estética y dinamica de los TNSF. Sin
embargo, las soluciones que entregé el algoritmo de optimizacibn otorgan al modelo
comportamientos disimiles, los cuales clasificamos de acuerdo a la capacidad para reproducir
las respuestas estética, dinamica, ambas o ninguna.

Sobre la base de esa clasificacion, analizamos la distribucion de parametros del
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conjunto de soluciones a fin de buscar patrones que permitan explicar los distintos
comportamientos de los modelos. También analizamos los valores de ajuste que presentan las
soluciones en las distintas categorias de la clasificacion utilizada.

Finalmente, a modo de validacién, sometimos a prueba los modelos ajustados
comparando sus comportamientos con observaciones realizadas en TNSF de ratones mutantes

que presentan distintas cantidades de regiones codificantes para el canal TRPM8 en su ADN.

4.1 Los modelos propuestos reproducen la respuesta estatica de los TNSF

Para evaluar si los modelos reproducen la respuesta estatica, se sometieron a una
rampa lenta de temperatura desde 35 a 15°C (0.05 °C/s). El criterio utilizado para considerar
repuesta estatica consistiéo en el cambio de disparos tdnico regular o irregular a temperaturas
cercanas a 34°C, cambiando a disparos en rafaga a temperaturas mas bajas, con un aumento
en el nimero de disparos en cada rafaga a medida que la temperatura es menor (Fig. 5).

El comportamiento estatico puede verse claramente en el grafico de ISIs en funcion de
la temperatura, en donde el cambio de disparos regulares a disparos en rafaga se aprecia
cuando aparece un nuevo grupo de ISIs de menor valor y que representan los intervalos entre
disparos sucesivos dentro de un rafaga.

Es interezante que en nuestro modelo no aparece el fenébmeno de patrones cadticos en
la distribucion de ISIs que si presenta el modelo de Huber y Braun a bajas temperaturas. En
nuestros modelos se observa un aumento sostenido en la frecuencia de disparos a medida que
la temperatura desciende, asociado a un patron de disparos regular con ISl's cada vez mas
cortos. La presencia de la conductancia de TRPM8 podria ser la causante de este
comportamiento, al aumentar esta corriente despolarizante a temperaturas bajas.

El comportamiento de la respuesta estatica varia entre las distintas soluciones
obtenidas. Si bien los patrones de disparos regulares y en rafaga se mantienen, la temperatura
a la cual el modelo comienza a mostrar disparos en rafaga, asi como la presencia del patrén de

disparo tonico irregular varia entre las distintas soluciones. Esta diversidad de respuestas
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existe en los TNSF, probablemente debido a las distintas expresiones de canales de iones en
ellos. En nuestro modelo las variaciones en la respuesta estatica se explica por distintos

valores para los parametros libres de conductancia maxima.

Modelo de H & B Modelo propuesto
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Figura 5: Reproduccion del comportamiento estatico en TNSF.

Frecuencia de disparo, ISIs y un segundo de registro a distintas temperaturas para el modelo de Huber y
Braun (izquierda) y el modelo propuesto (derecha) sometidos a una rampa lenta de temperatura. Se
observan los patrones de disparos caracteristicos de los TNSF. Pasando de disparos tonico regular e
irregular a temperaturas cercanas a 34°C a disparos en rafaga a temperaturas menores de 30°C con un
aumento en el nimero de disparos por rafaga a medida que la temperatura es menor.
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4.2 Los modelos propuestos reproducen la respuesta dinamica de los TNSF

Para observar la respuesta dindmica que entregan las soluciones obtenidas, se
simularon los modelos sometidos al protocolo de temperatura utilizado en el algoritmo de
optimizacién (Fig. 6). Este pulso corresponde a un cambio de temperatura que va desde los
33°C hasta los 20°C en uaproximadamente 15 segundos, seguido de un aumento brusco en la
temperatura hasta los 29°C y finalmente una rampa lente hasta los 33°C. El protocolo completo
tiene una duracion de 110 segundos.

Los TNSF sometidos a ese protocolo de temperatura muestran un significativo aumento
en la frecuencia de disparos mientras la temperatura desciende, en cambio, cuando la
temperatura aumenta, el terminal se silencia. Sobre la base de esas caracteristicas de los
TNSF utilizamos un criterio para considerar que el modelo esta reproduciendo la respuesta
dinamica que consiste en que la frecuencia de disparo presente un aumento de mas del 100%
durante el periodo de descenso de la temperatura con respecto a la frecuencia de disparo
anterior al comienzo del descenso de la temperatura, ademas la simulaciéon debe presentar un
periodo de ausencia de disparos durante el aumento de la temperatura (Fig. 6).

El modelo de Huber y Braun no cumple con el criterio de respuesta dinamica. Como se
observa en la figura 6, el modelo se Huber y Braun cambia su patrén de disparos al tipo rafaga
sin modificar la frecuencia de disparo ante el descenso en la temperatura. El modelo propuesto,
en los casos en que presenta respuesta dinamica, también cambia a un patrén de disparo en
rafaga pero aumentando significativamente la frecuencia de disparo.

La dindmica de voltaje del modelo de Huber y Braun presenta la misma dinamica a
28°C mientras la temperatura desciende o aumenta (Fig. 6), nuestro modelo en cambio, a la
misma temperatura de 28°C, presenta disparos en rafaga mientras la temperatura desciende y
muestra una hiperpolarizacion durante el aumento de temperatura, lo que se asocia a la
ausencia de diaparos. Esta histéresis es una caracteristica principal en la codificacion del
estimulo térmico en TNSF pues le permitiria codificar magnitud y sentido de cambios en la

temperatura ademas de valores absolutos de temperatura.
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Figura 6: Reproduccion del comportamiento dinamio en TNSF.

Frecuencia de disparo e ISlIs ocurridos durante un registro extracelular obtenido de un terminal nervioso

sensible a frio de cérneas de ratdn (izquierda). Modelo de Huber y Braun (centro) y modelo propuesto

(derecha) frente a el mismo pulso de temperatura.

Se observa que la frecuencia de disparo en el registro y el modelo propuesto muestran un aumento al
inicio del descenso en la temperatura seguido de un silenciamiento relacionado al aumento de la

temperatura.
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4.3 Las soluciones del ajuste del modelo producen comportamientos disimiles.

Se analizé la mejor combinacién de pardmetros de cada una de las 160 busquedas

independientes realizadas. Por lo tanto contamos con 160 combinaciones de parametros que

minimiza la funcion de distancia utilizada, tanto para el modelo de 1 como de 2

compartimentos.
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Al evaluar visualmente el resultado de estas simulaciones, se encontraron para ambos
modelos soluciones que permiten reproducir tanto la respuesta estatica como la dinamica de
los TNSF. Sin embargo, una proporcién no menor de soluciones no son capaces de reproducir
la respuesta estatica, la dindmica o ambas.

Tanto en el modelo de 1 como de 2 compartimentos, la proporcion de soluciones que
satisfacen visualmente la reproduccién de los comportamientos dinamicos y estaticos de TNSF
bordea del 40%, una proporcion similar de soluciones no reproduce ninguna de estas
respuestas (Fig. 7). También fue posible encontrar en ambos modelos soluciones que
reproducen la respuesta estética o la respuesta dindmica, pero no ambas.

En el modelo de un compartimento, de las 160 soluciones obtenidas mediante
algoritmo de optimizacion evolutiva, 73 confieren al modelo la capacidad de reproducir tanto la
respuesta dindmica y estéatica de los TNSF, 14 solo reproducen la respuesta estética, 13 solo la
respuesta dinamica y 70 soluciones no satisfacen la reproduccion de ninguno de los dos
comportamientos analizados. (Figs. de la 8 ala 11).

Dentro de cada categoria de respuestas, los comportamientos son bastante similares,
modificandose principalmente el rango de temperatura en que aparecen los disparos en rafaga
en el caso de las soluciones con respuesta estética, y el grado de variacion en la frecuencia de
disparo para aquellas que presentan comportamiento dindmico. Aquellas soluciones que no
presentan ninguna de las respuestas buscadas, se caracterizan por presentar un periodo
estable de despolarizacion después de cada potencial de accion (Fig. 11).

En el modelo de dos compartimentos, 56 de las 160 soluciones confieren al modelo la
capacidad de reproducir tanto la respuesta dindmica y estatica de los TNSF, 20 reproducen
solo la respuesta estatica, 37 solo la respuesta dinamica y 47 soluciones no satisfacen la
reproduccién de ninguno de los dos comportamientos analizados. Estas ultimas, al igual que
las del modelo de un compartimento, muestran dinamicas de voltaje anémalos, sin embargo se
observaron una mayor diversidad de conductas no fisiologicas en el trazo de voltaje (Datos no

mostrados). Cabe recordar que el modelo de dos compartimentos fue optimizado en un espacio
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de busqueda de mayor dimensionalidad que el modelo de un compartimento, y ademas, es de
mayor complejidad en términos de las ecuaciones que lo describen. Con esto en mente es
esperable que las soluciones que entrega el algoritmo de optimizacion puedan presentar

cualitativamente una mayor cantidad de conductas. (Figs. de la 12 a la 15)

[Soluciones modelo de 1 compartimentos| |Soluciones modelo de 2 compartimentos|

Dinamica y estatica
¥ Dinamica y estatica

Estatica
Estatica

Dinamica

Dinamica

Ninguna

Ninguna

Figura 7: Comportamiento de las soluciones obtenidas mediante algoritmo evolutivo de

optimizacion

Los comportamientos de las soluciones obtenidas se agruparon de acuerdo a su capacidad de reproducir
las respuestas dindmicas y estaticas de TNSF (Dinamica y estatica), aquellas que solo reproducen la
respuesta estatica (Estatica), sélo la respuesta dinamica (Dinamica) y aquellas que no reproducen
ninguna de estas respuestas (Ninguna). Los porcentajes son calculados para el universo de 160
soluciones tanto para el modelo de 1 compartimento (izquierda), como para el modelo de 2
compartimentos (derecha).
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reproduce los comportamientos dinamico y estatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura

(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje a 33°C anterior al pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento

de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de temperatura, frecuencia de disparos e ISls para un pulso de

cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrevs = 0.4 [S/cm?]; gieak = 0.05 [S/cm?]; gse = 0.15 [S/cm?]; gs = 0.43 [S/cm?]; g4 = 3.4 [S/cm?];

Ejeak = -90 [MmV]; Ts = 18,2 [S]; Tcario = 9.5 [S].
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Figura 9: Modelo de un compartimento con una combinacion de parametros en la que

reproduce el comportamiento estatico pero no el dinamico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje a 33°C anterior al pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento
de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de temperatura, frecuencia de disparos e ISls para un pulso de
cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 7.5 [S/cm?]; geak = 0.75 [S/cm?]; gsa = 0.28 [S/cm?]; gsr = 0.43 [Slecm?]; gg = 2.2 [S/cm?];
Ejeak = -90 [mV]; 75y = 3 [S]; Teario = 17.8 [S].
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Figura 10: Modelo de un compartimento con una combinacion de parametros en la que

reproduce el comportamiento dinamico pero no el estatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje a 33°C anterior al pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento
de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de temperatura, frecuencia de disparos e ISIs para un pulso de
cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 4.5 [S/cm?]; geak = 0.09 [S/cm?]; gss = 0.10 [S/cm?]; gsr = 0.22 [S/em?]; gg = 1.1 [S/cm?];
Eleax = =77 [MV]; Tov = 3 [S]; Tearcio = 27.5 [S].
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Figura 11: Modelo de un compartimento con una combinacion de parametros con la que

no muestra ni el comportamiento dindmico ni el estatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacién para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje a 33°C anterior al pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento
de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de temperatura, frecuencia de disparos e ISIs para un pulso de
cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 7.2 [S/cmM?]; Geak = 0.17 [S/cm?]; gsa = 0.24 [S/cm?]; gsr = 0.22 [Slecm?]; g = 4.4 [S/cm?];
Eeak = -82 [MV]; Ty = 25,1 [S]; Teaio = 3.14 [S].

38



401

35 o
30 =
' q
3 25 E o
20 N
S]
= N sttt
l};‘ 15 80
] 33° 28° Down 28" Up
54
0 0

&

3

=,

g N
Vp [mV]

IST [s]

22°C 16°C

O ) IM PEXINFL W Do

Time [s]

Figura 12: Modelo de dos compartimento con una combinacion de parametros en la que

reproduce los comportamientos dinamico y estatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion en los compartimentos de transduccién y
codificacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje en los compartimentos de transduccion y codificacion a 33°C anterior al
pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de
temperatura, frecuencia de disparos e ISIs para un pulso de cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 6.9 [S/cm?]; Greak + = 0.12 [S/cM?]; Giear ¢ = 0.05 [S/lecm?]; gss = 0.20 [S/cm?]; g = 0.19
[S/lcm?]; ga = 1.7[S/cm?]; Gaxia = 0.42[SIcM?]; Ejeak = -75[MV]; Tav = 3 [S]; Tearcio = 19.5 [S].
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Figura 13: Modelo de dos compartimento con una combinacién de parametros en la que

reproduce el comportamiento estatico pero no el dinamico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion en los compartimentos de transduccién y
codificacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje en los compartimentos de transduccion y codificacion a 33°C anterior al
pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de
temperatura, frecuencia de disparos e ISls para un pulso de cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 5.6 [S/cM?]; Gieak 7 = 0.07 [S/cM?]; Gieak ¢ = 0.1 [S/cm?]; gsa = 0.26 [S/cm?]; gsr = 0.32
[S/em?]; go = 2.5 [S/cM?]; Gaxias = 0.52 [SIcM?]; Ejeax = -74 [MV]; Ty = 3.6 [S]; Teaicio = 20.4 [S].
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Figura 14: Modelo de dos compartimento con una combinacion de parametros en la que

reproduce el comportamiento dinamico pero no el estatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion en los compartimentos de transduccién y
codificacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje en los compartimentos de transduccion y codificacion a 33°C anterior al
pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de
temperatura, frecuencia de disparos e ISls para un pulso de cambio brusco de temperatura.

Parametros: grrems = 5.4 [S/CM?]; Gieak 7 = 0.16 [S/cM?]; Gieak ¢ = 0.09 [S/cm?]; gs¢ = 0.17 [S/cm?]; g« = 0.1
[S/em?]; ga = 1.6 [S/IcM?]; Gaxiar = 0.5 [SIcM?]; Ejeax = -75 [MV]; Tov = 3 [S]; Toaco = 12.8 [8].
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Figura 15: Modelo de dos compartimento con una combinacion de parametros en la que

no muestra ni el comportamiento dinamico ni el estéatico de TNSF.

A la izquierda, frecuencia de disparo e ISlIs obtenidos durante una rampa lenta de cambio de temperatura
(0.05 °C/s), izquierda abajo, trazos de voltaje de la simulacion en los compartimentos de transduccién y
codificacion para distintas temperaturas.

A la derecha, trazos de voltaje en los compartimentos de transduccion y codificacion a 33°C anterior al
pulso y a 28°C durante el descenso (Down) y aumento de la temperatura (Up). Abajo, protocolo de
temperatura, frecuencia de disparos e ISls para un pulso de cambio brusco de temperatura.

Parametros: grremg = 8.2 [S/ICM?]; Geak 7 = 0.16 [S/cM?]; Giear ¢ = 0.13 [S/cm?]; gss = 0.23 [S/lcm?]; gs =
0.25[S/cm?]; gq = 4.7[SIcM?]; Gaxias = 0.64[S/cM?]; Ejeax = -81[MV]; T = 33.4 [S]; Tearsio = 2.6[S].
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4.4 La funcién de distancia utilizada no asegura un buen comportamiento del
modelo.

El ajuste automatico que utilizamos no considera la respuesta estatica como una
caracteristica a considerar al momento de asignar una aptitud a cada combinacién de
parametros evaluada. En este sentido se podria decir que el algoritmo es “ciego” con respecto
a los criterios usados en la evaluacién visual de la respuesta estatica. No es de extrafiar
entonces que la mayor distancia la presenta la categoria de soluciones que presenta solo la
respuesta estatica. Las restantes categorias de soluciones (Dinamica y estatica, Dinamica y
Ninguna) se distribuyeran en el mismo rango de valores, sin mostrar una clara minimizacion de
la funcién de distancia en ninguna de las categorias (Fig. 16).

Sin embargo, se observa que tanto para el modelo de 1 como de 2 compartimentos, la
menor distancia es alcanzada por soluciones que no reproducen ninguna de las respuestas
buscadas, lo que sugiere que las soluciones que si reproducen el comportamiento de los TNSF
se encuentran en minimos locales de la funcién de evaluacion. Por lo tanto, una optimizacion

mas exhaustiva (al menos con el criterio utilizado) muy probablemente entregue soluciones que

no permitan al modelo reproducir las observaciones experimentales.
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Figura 16: Resultados de la funcion de distancia utilizada en el algoritmo de
optimizacion

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de las minimas distancias obtenidas el el algoritmo de
optimizacion. Los grupos corresponden a la clasificacion de acuerdo al comportamiento que presentan las

soluciones obtenidas. A la izquierda los resultados obtenidos en el modelo de 1 compartimento y a la

derecha el de dos compartimentos.
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4.5 Distribucion de parametros del conjunto de soluciones obtenido mediante
algoritmo evolutivo.
4.5.1 Modelo de un compartimento

Al observar la distribucién de parametros libres en las distintas categorias de
respuesta, es posible notar que los parametros relacionados a la conductancia de fuga (Fig. 17)
y los pardmetros de la dindmica de calcio y TRPM8 (Fig. 18) no presentan agrupaciones
evidentes que permitan explicar las diferencias de comportamiento. Por ejemplo, la
conductancia maxima de TRPM8 (Fig. 18) se distribuye en todo el rango de busqueda para las
4 categorias de respuesta, lo que podria significar que el comportamiento del modelo es
indiferente a este parametro, 0 con mayor seguridad, que este parametro presenta
interacciones no evidentes con otros parametros.

Las soluciones que presentan respuesta dinamica (“Dinamica y estatica” y “Estética”)
no presentan diferencias notables en la distribucion de ningun parametro (Figs. 17, 18 y 19)
sugiriendo que ambos comportamientos cohabitan en el espacio de parametros y pequefios
cambios en la distribucidn pueden llevar de uno a otro comportamiento.

Las 13 soluciones que presentaron respuesta dindmica sin mostrar respuesta estatica
(Dinamica) presentan bajos valores de en la conductancia maxima de la corriente
despolarizante lenta gss (Fig. 19). Esta conductancias junto con la conductancia repolarizante
lenta gs son claves en la aparicién de la oscilacion subumbral responsable de la respuesta
estatica del modelo de Huber y Braun. Igualmente en nuestro modelo, las soluciones con
respuesta estatica presentan valores g. Yy gs mas altos o de rangos mas acotados al
compararlos con las soluciones sin respuesta dinamica.

Por otro lado, las soluciones que no mostraron ninguna de las respuestas buscadas
presentan en general valores de los parametros libres ampliamente distribuidos en el rango de
busqueda a excepcion del parametro de conductancia maxima de la corriente despolarizante
rapida g, (Fig. 19). También se observa que en promedio, estas soluciones presentan mayores

conductancias de TRPMS, lo que junto al alto nivel de conductancias rapidas permitiria un
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aumento transitorio de la frecuencia promedio ante descensos de temperatura y el consecuente
buen ajuste de la funcién de distancia que estas soluciones presentan. Al observar en detalle la
dinamica de estas soluciones se observan trazos de voltaje anomalos, en que el voltaje
transmembrana tiende a equilibrarse en valores cercanos a 0 mV (Figs. 11 y 15), lo que
fisiolégicamente significaria un cambio en las concentraciones de las distintas especies i6nicas

incompatible con el normal funcionamiento celular.
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Figura 17: Parametros de la conductancia de la corriente de fuga obtenidos para el
modelo de un compartimento

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de la conductancia méaxima de leak (izquierda) y el potencial
de reversion (derecha). Se clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacion de acuerdo a su

capacidad de reproducir la respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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Figura 18: Parametros de la conductancia de TRPM8 y dindmica de calcio obtenidos
para el modelo de dos compartimentos.

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de la conductancia maxima de TRMP8 (izquierda) y las tasas
de adaptacion del desfase en Vy, calcio dependiente de TRPM8 (centro) y extrusion de calcio (derecha).
Se clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacion de acuerdo a su capacidad de reproducir la
respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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Figura 19: Parametros de las conductancias tipo Huber y Braun obtenidos para el
modelo de un compartimento.

Diagrama de caja, mostrando la distribucion de la conductancia maxima de las conductancias
depolarizante lenta (izquierda) repolarizante lenta (centro) y depolarizante rapida (derecha). Se
clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacion de acuerdo a su capacidad de reproducir la

respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.

4.5.2 Modelo de dos compartimentos

Al observar la distribucidon de pardmetros de las soluciones obtenidas para el modelo
de dos compartimentos, llama la atencién que la conductancia axial (Fig. 20) que une ambos
compartimentos y por tanto podria aparecer como un parametro clave, resulté estar
ampliamente distribuida dentro del rango de busqueda para todos los tipos de comportamiento.
Al mirar las dinamicas de voltaje de las distintas soluciones (Figs. 12-15) se aprecia que los
voltajes de ambos compartimentos se encuentran acoplados, por lo que el rango de busqueda
para este parametro por lo menos estd asegurando que las oscilaciones se transmitan de un
compartimento a otro.

También se distribuyeron ampliamente los parametros libres correspondientes a las
conductancias maximas de fuga (Fig. 21), tanto para el compartimento de transduccion (soma),
como para el compartimento de codificacion (axén).

Al igual que en las soluciones encontradas para el modelo de un compartimento,
aquellas que muestran respuesta dinamica sin mostrar respuesta estética se caracterizan por

tener bajas conductancias maximas de las corrientes lentas (Fig. 23) confirmando la
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importancia de estas conductancias para el fenémeno oscilatorio subumbral en la respuesta
estatica del modelo. Igualmente, las soluciones que no muestran ninguna de las respuestas
buscadas se caracterizan por presentar altas conductancias maximas de TRPM8 vy
repolarizante rapida, lo cual garantiza una alta frecuencia de disparo a bajas temperaturas y

por tanto la minimizacién de la funcién de distancia.

Lo T

08

0.6

Jaziar [S/em?)

0.0 L | L ke

Figura 20: Parametros de la conductancia axial obtenidos para el modelo de dos
compartimentos.

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de la conductancia axial obtenidos en el ajuste del modelo de
dos compartimentos. Se clasificaron las soluciones del algoritmo de acuerdo a su capacidad de reproducir

la respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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Figura 21: Parametros de la conductancia de la corriente de fuga obtenidos para el
modelo de dos compartimentos.

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de la conductancia maxima de leak en el compartimento de
transduccion o soma (izquierda), en el compartimento de codificacion o axén (centro) y el potencial de

reversion (derecha). Se clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacién de acuerdo a su
capacidad de reproducir la respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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Figura 22: Parametros de la conductancia de TRPM8 y dindmica de calcio obtenidos
para el modelo de dos compartimentos.

Diagrama de caja, mostrando la distribucién de la conductancia maxima de TRMP8 (izquierda) y las tasas
de adaptacion del desfase en Vi, calcio dependiente de TRPM8 (centro) y extrusion de calcio (derecha).

Se clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacion de acuerdo a su capacidad de reproducir la
respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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Figura 23: Parametros de las conductancias tipo Huber y Braun obtenidos para el
modelo de dos compartimentos.

Diagrama de caja, mostrando la distribucion de la conductancia méaxima de las conductancias
depolarizante lenta (izquierda) repolarizante lenta (centro) y depolarizante rapida (derecha). Se

clasificaron las soluciones del algoritmo de optimizacion de acuerdo a su capacidad de reproducir la
respuesta estatica, dinamica, ambas o ninguna de ellas.
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4.6 Dinamica de las variables de adaptaciéon dependiente de calcio del canal
TRPMS

En nuestro modelo de activacion del canal TRPMS8 la apertura del canal depende de la
temperatura, el voltaje y la concentracion interna de calcio. Las dependencias de voltaje y
temperatura se describen de acuerdo al modelo de Voets y cols., (2004) (Ecuacién 15). Estas
dependencias son modeladas de manera instantanea, puesto que las tasas de adaptacién
estan en el orden de la discretizacion temporal de la simulacién.

La dependencia de calcio presenta una dinamica de adaptacion mas lenta, cuyos
valores fueron ajustados mediante el algoritmo de optimizacién evolutivo. Para observar la
influencia de esta adaptacién en cambios bruscos de temperatura, se sometié el modelo de
uno y dos compartimentos a un pulso cuadrado de cambio de temperatura (Fig. 24), en que al
terminal adaptado a 35°C se le cambia la temperatura a 25°C durante 40 segundos, para luego
volver a 35°C. Se evaluaron los modelos para cada una de las soluciones que permiten
reproducir tanto la respuesta estatica como la dinamica.

En estas condiciones se observa un rapido incremento en la apertura del canal TRPM8

(arrems) cuando el modelo es sometido a 25°C. Con el aumento inicial de arrevs Se produce un
aumento del calcio intracelular desde su valor basal (= 3uM) a un valor maximo de = 7uM. A
medida que este aumento de calcio influye en el aumento de dV y consecuentemente en la
disminucién de arreus, la concentracion de calcio alcanza un estado estacionario (= 6uM).

De manera analoga, frente al un aumento brusco en la temperatura, se produce un
rapido cierre en los canales TRPM8, se observa una disminucion en la desviacion estandar de
la apertura en este periodo, indicando que para todas las soluciones el aumento brusco en la
temperatura produce el cierre de canales TRPMS8. Posterior a este cierre se alcanza

paulatinamente un equilibrio en la concentracién de calcio y desplazamiento del Vi, del canal

TRPMS (&V) .
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Figura 24: Dinamicas de las variables dependientes de calcio del canal TRPMS8.

Protocolo de temperatura, activacion del canal (arems), concentracion intracelular de calcio ([Ca*}) y
desplazamiento del voltaje de apertura media (dV). Valores corresponden al promedio y desviacién
estandar obtenidos en la simulacion de los 63 individuos del modelo de un compartimento que muestran
comportamiento dinamico y estético.

Cada punto corresponde al promedio de la variable durante un segundo de la simulacién. EI modelo de
dos compartimentos muestra dinamicas y rangos similares para todas las variables mostradas (datos no

mostrados).
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4.7 Respuesta dependiente de TRPM8 en los modelos propuestos

La presencia del canal TRPM8 es necesaria para la correcta deteccion del frio inocuo
en ratones (Bautista y cols., 2007; Colburn y cols., 2007; Dhaka y cols., 2007). Por otra parte
Parra y cols., 2010 mostraron que la frecuencia de disparos en TNSF es dependiente de la
presencia del gen codificante del canal TRPM8 en ratones. En este trabajo se observa que en
animales con la dotacién completa del gen codificante (TRPM8*") la frecuencia de disparo esta
aumentada con respecto a ratones con la mitad de la dotacién genética para el canal
(TRPM8*"). En ratones Knockout para el canal (TRPM8") los TNSF no presentan actividad
espontanes ni respuesta a frio.

Analizamos la dependencia de la conductancia de TRPM8 en las frecuencias de
disparo producidos por nuestro modelo. Se utilizaron aquellas combinaciones de parametros
que confieren al modelo la capacidad de reproducir las respuestas dindmica y estatica tanto
para el modelo de uno como de dos compartimentos.

Se utilizé6 ademas el mismo protocolo de temperatura utilizado en Parra y cols.,(2010),
el cual consiste en un periodo de adaptacion a 35°C seguido de un periodo de enfriamiento
hasta 19°C en un tiempo de 20s (-0.8 °C/s). Se consideraron TNSF con la dotacién genética
completa (TRPM8"") al modelo alimentado con las combinaciones de parametros obtenidos
mediante el algoritmo de optimizacion evolutivo. Para simular los terminales TRPM8™*" se utilizd
la mitad de la conductancia maxima del canal TRPM8 (g+reums) Obtenida durante la optimizacion,
esto es, suponiendo que la expresién del canal es proporcional a la presencia del gen
codificante. Bajo este mismo criterio, los TNSF TRPM8™ fueron simulados anulando la
conductancia del canal TRPM8 durante la simulacién (grews = 0), manteniendo el valor
obtenido de todos los demas parametros libres del modelo. Se analizé ademas el modelo
portando so6lo un 10% de la conductancia de TRM8 encontrada en la optimizacion del modelo.

La dependencia de grreus €n la frecuencia de disparo de nuestro modelo reproduce los
resultados de Parra y cols, 2010 en cuanto a la disminucién de la frecuencia en TNSF con

menor expresion del canal TRPM8 (Fig. 25). Tanto para el modelo de uno como de dos
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compartimentos, la frecuencia de disparos en terminales TRPM8*" cae en cerca de 4 disparos
por segundos para todas las temperaturas simuladas con respecto a los canales TRPM8*". La
frecuencia de disparo se hace ain menor al colocar sé6lo un 10% de la conductancia de TRPM8
mostrando resultados mas cercanos a los encontrados experimentalmente para ratones
TRPMS8™. Por otra parte los terminales TRPM8”~ muestran una ausencia casi completa de
disparos, tal cual fue descrito en Parra y cols., (2010).

La frecuencia de disparo mostrada por el modelo aumenta sostenidamente a medida
que la temperatura es menor (Fig. 25). En los datos presentados por Parra y cols., (2010) los
TNSF también muestran un aumento en la frecuencia de disparo con el descenso de la
temperatura, pero solo hasta cerca de los 24°C, temperatura a la cual la frecuencia desciende,
haciéndose casi 0 a 20°C. Nuestro modelo aumenta la frecuencia de disparo a temperatura
estable a medida que esta es menor, probablemente debido a la mayor despolarizacion
producida por la apertura del canal TRPM8. Es incierto si el modelo propuesto puede
reproducir este descenso en la frecuencia de disparo en la respuesta estatica a temperaturas
bajas, para lo cual es posible realizar una nueva optimizacion incluyendo en el criterio de
semejanza esta caracteristica de los TNSF. Eventualmente la formalizacion matematica de
nuestro modelo no considera algun proceso fisiol6gico responsable del descenso en la
frecuencia de disparo estatica a bajas temperaturas, en cuyo caso seria necesario incluirlo a la

estructura del modelo.
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Figura 25: Dependencia de la conductancia de TRPM8 en

producidos por el modelo propuesto

la frecuencia de disparo

Promedio y desviacién estandar de la frecuencia de disparo en funcion de la temperatura para distintos

valores de grrems. LOS datos corresponden a simulaciones del modelo de un compartimento n = 63

(izquierda) y el modelo de dos compartimentos n = 56 (derecha)
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5 DISCUSION

5.1 El canal TRPMS8 puede ser el responsable de la respuesta dinamica de los
TNSF

Nuestros resultados muestran que la respuesta dinamica de los TNSF es reproducible
mediante la incorporacion de la conductancia de TRPM8 al modelo de Huber y Braun (Figs. 8 'y
12). En nuestro modelo la respuesta transitoria a un descenso brusco de temperatura se
explica por un rapido aumento de la apertura del canal TRPM8 debido a temperatura. El estado
estacionario se alcanza una vez que la concentracion de calcio y la adaptacion de TRPM8
dependiente de calcio alcanzan su equilibrio (Fig. 24). De manera analoga, la respuesta
dinamica a aumentos bruscos en la temperatura ocurre entre la rapida inactivacion de TRPM8
(dependiente de temperatura) y la mas lenta activacién (dependiente de calcio).

Bajo estas condiciones, la respuesta dinamica a enfriamientos y a calentamientos en
TNSF reproducidos por nuestro modelo, son respuestas que dependen de la misma
inactivacion calcio dependiente del canal TRPM8. Sin embargo Brock y cols.,(2006) proponen
gue las respuestas dinamicas a enfriamientos y a calentamientos son procesos que responden
a distintas especies iénicas en juego. Esta conclusién se desprende de la inhibicién selectiva
de la respuesta dindmica a calentamientos, sin modificar significativamente la respuesta

dinamica a enfriamientos producida por el ion bario, el cual es conocido por bloquear distintos
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canales de potasio.

Si bien estos autores proponen a los canales de potasio de la familia de doble poro
(TREK-1, TREK-2 y TRAAK) como posibles responsables de la inhibicion de la respuesta
dinAmica a calentamientos, no se descarta la posibilidad de que Ba*? esté modificando la
apertura del canal TRPM8 (Hui y cols., 2005; Brock y cols., 2006). Cabe aun preguntarse bajo
qué mecanismos esta modificacion podria inhibir la respuesta dindmica a calentamientos sin

alterar la respuesta dinamica a enfriamientos.

5.2 La diversidad natural de los TNSF y la diversidad de modelos.

La dinamica neuronal es fuertemente dependiente de la naturaleza y densidad de los
canales de iones presentes en su membrana. Debido a esto, pequefios cambios en las
dinamicas de apertura o conductancia maxima de estos canales pueden modificar fuertemente
el comportamiento de la neurona (Achard y Shutter, 2006). Sin embargo, en distintas neuronas
que presentan cualitativamente el mismo comportamiento neuronal, pueden encontrarse
conductancias maximas distintas para cada especie de canal de iones.

Si la dinamica neuronal mantiene sus propiedades a pesar de cambios en la densidad
de sus canales de iones, entonces se esta en presencia de un sistema robusto. Por el
contrario, si pequefias perturbaciones en la densidad de canales de una neurona provoca
cambios significativos en su dinamica, entonces el mecanismo por el cual puede mantener sus
propiedades cualitativas requiere de mecanismos compensatorios de tipo homeostaticos, los
cuales encuentran una nueva proporcion de canales de iones que generan la dinamica
neuronal caracteristica de la neurona (Marder y Goaillard, 2006; Davis, 2007; Lepora y cols.
2011).

En nuestro caso, fue posible encontrar un amplio conjunto de combinaciones de
parametros que otorgan al modelo la capacidad de reproducir la respuesta estéatica y dinamica
de los TNSF (Fig. 7). Estas soluciones se encuentran ampliamente distribuidas en el espacio

de parametros y ademas se encuentran en rangos similares con aquellas soluciones que no
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permiten la reproduccion de los comportamientos fisiolégicos de las TNSF. Estas
caracteristicas del conjunto de parametros aceptables para el comportamiento del modelo
dentro de los rangos fisiolégicamente aceptables, hacen suponer que las propiedades
cualitativas de la respuesta en TNSF se deben a procesos homeostaticos de compensacion en

las TNSF que garantizan la correcta codificacién del frio inocuo.

5.3 Modelo de un compartimento vis modelo de dos compartimentos, nivel de
complejidad del modelo.

En los analisis realizados no fue posible encontrar diferencias cualitativas entre el
modelo de uno y dos compartimentos. Ambos modelos fueron capaces de reproducir las
respuestas dinamicas y estaticas de los TNSF (Figs. 8 y 12) y la densidad de soluciones
aceptables dentro del conjunto de soluciones encontradas no presentan grandes diferencias
(Fig. 7). Una vez ajustados ambos modelos también logran reproducir la frecuencia de disparos
en funcion de la temperatura en TNSF con una menor expresion del canal TRPM8 (Fig 24) tal
como fue observado por Parra y cols., (2010).

El hecho de que el modelo de dos compartimentos presente una mayor complejidad en
términos de formulacion matematica y tiempo de computo, sin entregar mejoras cualitativas en
la reproduccion del comportamiento de los TNSF, sugiere que no es necesario considerar la
separacién geométrica para el nivel de descripcion de los TNSF alcanzado en esta tesis.

El nivel de detalle de las caracteristicas fisiologicas que se desean reproducir es un
punto central en la formulacion de un modelo mateméatico. Nuestro modelo se ha ocupado de
reproducir las respuestas estaticas y dinamicas de los TNSF, para ello se han utilizado una
serie de simplificaciones orientadas a mantener el modelo relativamente simple. A continuacién
detallamos algunas de estas simplificaciones:

Nuestro modelo, asi como el modelo de Huber y Braun, considera las conductancias de
potasio y sodio rapidas como una simplificacion de las conductancias planteadas en Hodgkin y

Huxley, (1952), reduciendo éstas a un modelo de dos estados. Bajo esta simplificacion, la
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generacion de potenciales de accién se mantiene, no asi su forma. Para efectos de las
respuesta dindmica puede tener relevancia la ausencia de la particula de inactivacion de los
canales de sodio, lo cual puede tener relacién con el aumento sostenido de la frecuencia de
disparo que presenta nuestro modelo a medida que la temperatura es menor y por lo cual se
sugiere tener en cuenta para futuros trabajos con este modelo.

Otra simplificacién corresponde al modelo planteado por Voets y cols., (2004) del canal
TRPM8 que utilizamos. Este modelo representa de buena manera su dindmica dentro de
rangos de temperatura fisiolégicos, sin embargo no da cuenta de los cambios en la
dependencia de voltaje que muestra el canal a temperaturas o demasiado bajas (<10°C) o
demasiado altas (>40°C) y que si reproduce de buena manera el modelo alostérico planteado
por Brauchi y cols., (2004). En nuestro trabajo esta simplificacion no afecta mayormente las
simulaciones, pues estas se desarrollan dentro de los rangos de temperatura en que el modelo
de Voets, y cols., (2004) reproduce la dinamica de TRPMS.

Por otra parte, se ha observado que la regulacion fina de la oscilacion subumbral en
TNSF es influenciada por una corriente activada por hiperpolarizacion (/»), (Orio y cols., 2012).
Esta y otras corrientes también presentes en los TNSF, asi como la influencia de temperatura
en la actividad de la bomba Na*/K*, no fueron consideradas en el modelo presentado en esta

tesis con el afan de no aumentar significativamente la complejidad del modelo.

54 Ventajas y desventajas de la aplicacion del algoritmo evolutivo.

En ajustes manuales previos de nuestro modelo no nos fue posible encontrar
parametros que permitan al modelo reproducir las respuestas dinamica y estatica. Al contrario,
el uso de algoritmos evolutivos nos permitié encontrar set de parametros aceptables con un
porcentaje de efectividad cercano al 40% (Fig. 7). En este sentido el uso de algoritmos
evolutivos de optimizacion parece ser una estrategia mas efectiva que el ajuste manual, a
pesar de que este ultimo depende fuertemente del azar y la pericia del investigador (Marder y

cols., 2007), por lo que el caso particular de este trabajo no representa un caso concluyente al
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respecto.

Un punto clave en el éxito de la optimizacion fue la correcta eleccion de la funcion de
semejanza entre el resultado de la simulacién y los datos experimentales. Se realizaron
distintos ajustes con otras funciones de semejanza (tasa de disparos, IS/-distance (Kreutz y
cols., 2007), los cuales no lograron entregar combinaciones de parametros aceptables (datos
no mostrados). Sin embargo, la funcion utilizada esta lejos de ser dptima, ya que muchas de
las soluciones encontradas no reproducen las respuestas buscadas, y es mas, las mejores
evaluaciones de esta funcion corresponden a soluciones no aceptables.

En este punto, cabe mencionar que las soluciones que no reproducen ninguna de las
respuestas, presentan periodos de tiempo en que el voltaje se equilibra a potenciales sobre el
umbral de disparo. Una solucién para descartar estos comportamientos no fisiolégicos es incluir
en la funcién de distancia utilizada un criterio que penalice la combinacién de parametros que
produzca tal situacion, otro forma de incluir este criterio es formulando una segunda funcion de
distancia que de cuenta de la semejanza del trazo de voltaje de la simulacién a un trazo de
voltaje fisiologico, en este caso la estrategia de optimizacidon se transforma en algoritmos
evolutivos multiobjetivos en la cual se minimizan en conjunto mas de un criterio de optimizacion
(Bahly cols., 2012).

Es importante hacer notar que la funcion de distancia utilizada considera so6lo la
ocurrencia de disparos de un terminal durante un breve pulso de cambio de temperatura (Fig.
6). Por lo tanto, el comportamiento estéatico (patrén de disparo en rafagas) no es un criterio que
se considere durante la optimizacién y surge espontaneamente en el modelo, al menos en el

rango de busqueda utilizado para los parametros libres.

5.5 Conclusioén general.
Esta tesis permite concluir que la inclusion de la conductancia del canal TRPMS8 en el
modelo de Huber y Braun confiere la capacidad de reproducir la respuesta dinamica de los

TNSF sin perder la capacidad de reproducir la respuesta estéatica. Para los modelos propuestos
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se encontraron un conjunto de combinaciones de parametros que permiten al modelo
reproducir ambas respuestas. Sin embargo, la estrategia de ajuste encuentra combinaciones
de pardmetros que o bien, no reproducen las respuestas buscadas, o bien, presentan
anomalias en la dinamica de voltaje incompatibles con la fisiologia celular.

La diversidad de soluciones sugiere la presencia de mecanismos compensatorios en
los TNSF que le permiten mantener las caracteristicas cualitativas de la codificacion del frio
inocuo, mas alla de las densidades de las distintas especies de canales de iones presentes en
su membrana. En este sentido, la utilizacion de algoritmos evolutivos de optimizacion demostré
ser un método efectivo en la exploracion del espacio de parametros en la medida de que esté
dirigida por una funcion de distancia que represente de buena manera las caracteristicas
buscadas para el modelo.

En la medida que los modelos mateméaticos logren una mejor representacién de las
dinamicas neuronales, se espera que pasen a ser una herramienta cada vez mas util y comun
en neurociencias. En particular, esta tesis espera ser un aporte en la representacion
matematica de los TNSF que en un futuro pueda ser utilizada para comprender de mejor

manera como se logra la codificacién del frio inocuo en mamiferos.
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