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Resumen. Medir la actividad de un cultivo de neuronas de forma precisa puede ser una tarea dificil
debido a la cantidad de ruido de fondo y a la dificultad de distinguir los potenciales de accion de una
neurona de aquellos otros situados en un drea localizada. Este articulo analiza diferentes métodos
para la deteccion y clasificacion de potenciales de accion generados por cultivos de neuronas, un

problema que comunmente se le conoce como

“spike sorting”. EIl articulo primero discute la

problemdtica de medir actividad neuronal para posteriormente ahondar en dichos métodos

presentando sus ventajas e inconvenientes.

1 Introduccion

La deteccion de actividad neuronal supone un desafio
a nivel técnico el cual es un prerrequisito en el
estudio de muchos tipos de funciones cerebrales. La
mayoria de las neuronas en el cerebro se comunican
disparando potenciales de accion, también llamados
“picos” o “spikes”. Estos breves picos de voltaje
pueden ser registrados con microelectrodos, los
cuales a menudo recogen sefiales de muchas neuronas
en una region localizada, ademas de gran cantidad de
ruido de fondo.

En la deteccion de spikes se emplean inicialmente
técnicas basadas en umbral [1] que, aunque sencillas,
ofrecen una deteccion eficaz y con poca carga
computacional, permitiendo incluso la deteccion de
estos potenciales de accion en tiempo real. Sin
embargo, éstas técnicas recogen a menudo falsos
positivos, como pueden ser ruido de fondo, picos de
ruido procedentes de equipos electronicos, sefiales
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solapadas, etc.

La Fig. 1 muestra la actividad electrofisiologica
recogida por un array de microelectrodos (MEA) de
un cultivo de hipocampo de 11 dias in vitro (DIV).
Sobre dicha figura se muestran en forma de puntos de
color rojo los potenciales de accidon detectados
mediante un algoritmo basado en umbral de voltaje
realizado utilizando el software de registro y
adquisicion de datos Meabench [2]. En la figura se
pueden apreciar en primer lugar algunos electrodos
ruidosos debido a un mal contacto entre el tejido
neuronal y los electrodos, a que en esa zona no se
encuentran células o que simplemente estan dafiados,
seria el caso de los electrodos 17, 36, 47, 48 y 57. Es
conveniente conocer tanto los electrodos ruidosos
como aquellos que tienen alguna funcion especifica
(E15 tierra, A1-A4 analdgicos) para no tenerlos en
cuenta a la hora de aplicar los analisis. En segundo
lugar, se observan ciertos electrodos con gran
actividad neuronal en forma de spikes y rafagas,
como son los electrodos 51, 52, 62, 77 y 84. En tercer
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Fig.1. Actividad electroﬁsmloglca de un cultivo de hipocampo de 11 DIV.
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lugar, tenemos electrodos con algunos potenciales de
accion aislados pero destacados, e.g. 33, 35, 66.
Finalmente, nos encontrariamos con casos en los que,
debido a su tamafio, es muy dificil determinar a
simple vista si un spike pertenece o no al cultivo,
véanse los electrodos 12, 37, 45, entre otros. Ademas,
también nos podemos encontrar con spikes que hay
que rechazar, como son los spikes positivos, pues, por
naturaleza, los spikes reales detectados de los cultivos
son negativos.

El primer paso del spike sorting consistiria en
determinar aquellos spikes que pertenecen realmente
a la poblacion neuronal, aislando aquellos
procedentes del ruido u otros falsos positivos.
Posteriormente, dependiendo de los objetivos del
experimento, el investigador puede desear clasificar
estas sefiales asignando spikes a neuronas concretas,
y hacer esto con un cierto grado de fiabilidad. Esta
tarea es a menudo un proceso complejo por el ya
mencionado ruido de fondo y porque las neuronas en
un drea localizada presentan frecuentemente
potenciales de accion de forma y tamafios similares.

Este articulo se centrara en los primeros pasos del
spike sorting, es decir, en la deteccién de potenciales
de accion que pertenecen a la poblacién neuronal,
aislando aquellos falsos positivos que pertenecen al
ruido de fondo. Para ello, se analizaran diferentes
métodos o algoritmos para detectar actividad
neuronal exponiendo sus ventajas e inconvenientes.

2 Métodos

En esta seccidn se presentan diferentes métodos para
la deteccion de spikes en cultivos de neuronas,
exponiendo sus ventajas e inconvenientes.

2.1 Deteccion por umbral

Dentro de la deteccioén por umbral podemos encontrar
dos tipos principales: deteccidon por umbral de voltaje
o por umbral de pendiente.

Para la mayoria de las neuronas, la caracteristica mas
importante en la forma de un spike es su amplitud, o
altura del spike. Una de las maneras mas simples de
medir la actividad de una neurona es mediante un
detector por umbral de voltaje. Este método se puede
mejorar si se emplean dos umbrales, uno minimo y
otro maximo. El umbral minimo descartaria ruido de
fondo de baja amplitud, mientras que el umbral
maximo descartaria grandes picos procedentes de
aparatos electronicos, conocido cominmente como
ruido de artefactos.

Este método es de lejos el mas comun para medir la
actividad neuronal puesto que requiere un hardware y
software minimo, y el investigador obtiene a menudo
la informacion que busca. La desventaja es que puede
producir falsos positivos, sobre todo cuando las
sefiales tienen una S/N cercana a 1, y no es posible
conseguir un aislamiento aceptable si lo que se busca
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es determinar las diferentes fuentes de origen de
actividad.

El método de deteccion por umbral de pendiente
detecta potenciales de accion basandose en la
pendiente de un spike y en una amplitud minima. La
pendiente del spike detectado debe encontrarse por
tanto entre unos valores maximo y minimo, asi como
superar el umbral de voltaje.

Este sistema es mas completo que la deteccion por
umbral de voltaje y puede producir mejores
resultados. Sin embargo, el usuario ha de tener un
conocimiento a priori de la forma de los spikes para
establecer unos valores de pendiente correctos. En
caso de una mala eleccién de los mismos, se podria
perder una gran cantidad de informacion relevante.

La eficacia de la deteccion por umbral ha llevado a
que sea empleada como analisis inicial en la mayoria
de experimentos relacionados con el andlisis de
actividad electrofisiolégica. Los métodos que a
continuacion se presentan se emplean sobre los datos
obtenidos tras una deteccion de spikes por umbral de
voltaje utilizando el algoritmo de detecciéon BandFlt-
25 [3] en el software Meabench.

2.2 Analisis de caracteristicas

Las neuronas tipicamente producen potenciales de
accion con una forma caracteristica, por lo que una
aproximacion es medir caracteristicas de la forma de
los spikes, tales como la altura, anchura o la amplitud
pico a pico. En general, cuanto mas caracteristicas

tenemos, mejor seremos capaces de distinguir
diferentes formas de spikes.
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Fig. 2. Anchura vs altura de spikes en hipocampo

La Fig. 2 muestra el resultado de enfrentar la anchura
frente a la altura de los spikes detectados en el cultivo
de la Figura 1 para cada uno de los electrodos. Los
valores de altura tienen un escalado de 4x. Se observa
como los electrodos carentes de actividad, los spikes
detectados no superan una altura de -40 pV y una
anchura de 0.15 ms. Por otro lado, los electrodos en
los que creiamos ver algun spike o aquellos en los
que veiamos spikes y rafagas quedan ahora
claramente identificados pues todos ellos superan los
valores de altura y anchura indicados. Mediante este
método también es posible determinar los electrodos



ruidosos sin haber visualizado previamente la sefial
ya que los spikes detectados de estos presentan
valores de altura elevados pero una anchura que
tampoco supera los 4 samples.

Este método es también bastante eficaz y permitiria
incluso la aplicacion de mecanismos de clustering
para discriminar entre spikes de diferentes neuronas.
Su principal inconveniente es que también es
necesario un conocimiento a priori de las
caracteristicas del cultivo, en caso contrario podria
acarrear pérdida de informacion importante o la
deteccion de falsos positivos. Otro de los
inconvenientes es que ciertas caracteristicas de los
spikes no son faciles de extraer, como la altura del
periodo refractario.

2.3 Analisis de componentes principales

La idea detras del andlisis de componentes
principales (PCA) es encontrar un conjunto ordenado
de vectores ortogonales que captura las direcciones
de maxima variacion en los datos. En su
representacion, las componentes principales son
escaladas y afiadidas de forma conjunta. El factor de
escala para cada componente se denomina score, de
forma que el score i-ésimo se calcula mediante:

s=2.c(x(t)

donde x(t) es el spike y ci(t) es la componente i-
ésima.

Dependiendo del conjunto de datos, son muchas las
componentes que se pueden obtener, pero son las 3
primeras las mas importantes, ya que contienen cerca
de un 76% de la variabilidad de los datos. La primera
de ellas es la direcciéon de méaxima variacion en los
datos y tiene una forma de spike genérico, si en ese
electrodo hay actividad. La segunda también puede
tener forma de spike, pero es un offset con respecto a
la primera componente. La tercera componente no
tiene una interpretacion obvia pues es el principio de
las componentes que representan variabilidad debido
al ruido de fondo.
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Fig. 3. Andlisis de componentes principales en hipocampo

La Fig. 3 muestra el resultado de aplicar este analisis
sobre el cultivo de Thipocampo indicado
anteriormente. En dicha figura se puede apreciar
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como la primera componente (azul) de los electrodos
que presentan actividad tiene una forma muy cercana
a la de un potencial de accion.

El analisis PCA es extremadamente util para detectar
actividad neuronal en los diferentes electrodos. Sin
embargo, éste falla en la deteccion de spikes de forma
unitaria o cuando se solapan las formas de los spikes.

2.3 Otros métodos

Existen otros métodos que segin el tipo de
experimento pueden emplearse para obtener
informacién acerca de la actividad del cultivo. Uno
de ellos seria la FFT. Las neuronas generan spikes en
un rango de frecuencias comprendido entre 300 y
3000 Hz, por lo que es interesante observar este
rango de componentes frecuenciales. Otro de los
métodos serian los histogramas. Dado que Ila
naturaleza del ruido sigue una distribucion gaussiana,
los distintos potenciales de accion ocurridos en un
determinado intervalo de tiempo hacen que dicha
distribucidn para ese tiempo se vea alterada pudiendo
asi distinguir potenciales de accion ocurridos entre el
ruido o fuera de él.

3 Conclusiones

En este articulo se han presentado diversas
metodologias para la deteccion de potenciales de
accion en cultivos de neuronas. La idea que se quiere
transmitir es que no hay un método definitivo sino
que la aplicacion de varios de ellos, segin los
requisitos del experimento, redunda en dimensiones

de informacion adicionales que mejoraran los
resultados.
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